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Les fonctions de l'épithélium des voies respiratoires sont influencées par plusieurs 
médiateurs produits et libérés par ce même épithélium ou par d'autres populations 
cellulaires formant les voies pulmonaires. Parmi ces médiateurs, l'adénosine, la 
prostaglandine Ei (PGE2) et l'endothéline-1 (ET-1) agissent sur l'épithélium afin de 
modifier plusieurs fonctions physiologiques telles que le transport des ions chlorures et 
l'augmentation de la production de certains médiateurs. L 'ET-1 est aussi reconnue comme 
étant, en partie, responsable de l'hypertension pulmonaire, de la contraction des muscles 
lisses vasculaires et de ceux des voies aériennes. Les rôles de l'ET-1 et de l'adénosine 
dans la pathophysiologie de l'asthme et de la fibrose kystique ont été suggérés par 
plusieurs groupes de recherche. À l'opposé, la PGE2 semble être un agent 
"bronchoprotecteur" puisqu'elle est responsable de la relaxation des muscles lisses 
bronchiques et vasculaires. Le premier but de la présente étude était de déterminer les 
effets de l'adénosine et de la PGE2 sur la production et la sécrétion de l'ET-1 par les 
cellules épithéliales de la trachée de cobaye. Le second but de cette étude a été de 
caractériser les récepteurs qui sont responsables des effets de la PGE2 et de l'adénosine au 
niveau de l'épithélium des voies aériennes. Les niveaux d'ET-1 et la génération d'AMP 
cyclique ont été mesurés par RIA et par la détermination de la conversion de l'[3H]-ATP 
en [3H]-AMP cyclique qui ont été préalablement séparées par chromatographie, 
respectivement. Nos résultats ont démontré que la PGE2 et l'adénosine inhibent la 
production/sécrétion de l'ET-1 et stimulent la génération d'AMP cyclique en fonction des 
concentrations utilisées. De plus, une corrélation entre ces deux phénomènes est 
observée, suggérant ainsi l'implication de l'AMP cyclique dans le mécanisme de 
transduction impliqué dans ce phénomène. Puisqu'une telle corrélation existe entre ces 
deux événements, la caractérisation des récepteurs de l'adénosine et de la PGE2 a été faite 
par la mesure de la génération d' AMP cyclique. Ainsi, nos résultats ont montré que la 
PGE2 et l'adénosine stimulent la formation d'AMP cyclique via l'activation des récepteurs 
EP 4 et A2B, respectivement. De plus, la présence d'autres récepteurs à l'adénosine ou de la 
PGE2 n'a pas été observée au niveau de l'épithélium de la trachée de cobaye. Nos résultats 
démontrent aussi que les effets de l'adénosine et de la PGE2 sur la production/sécrétion 
d'ET-1 sont renversés par des antagonistes puissants des deux récepteurs préalablement 
caractérisés. Dans l'ensemble, la PGE2 et l'adénosine semblent jouer un rôle dans la 
régulation de la production de l'ET-1 et influencent plusieurs fonctions physiologiques et 
pathophysiologiques de ce peptide. 
1 
INTRODUCTION 
1.1. CELLULES ÉPITHÉLIALES DES VOIES RESPIRATOIRES 
1.1.1. Populations cellulaires 
L'épithélium des voies respiratoires se compose de quatre populations cellulaires 
qui sont les cellules de Clara, les cellules à mucus, les cellules ciliées et les cellules 
souches (basales, non différentiée). Les cellules de Clara sont des cellules sécrétrices de 
plusieurs médiateurs et elles possèdent une multitude de vésicules de sécrétion de petite 
taille. Les cellules à mucus, aussi appelées cellules à gobelets, sont responsables de la 
sécrétion du mucus au niveau des voies aériennes et possèdent une morphologie très 
caractéristique: elles ont de très grosses vésicules de sécrétion au niveau de la surface 
apicale. Les cellules ciliées sont, pour leur part, responsables du transport du mucus. Elles 
possèdent, comme leur nom l'indique, des cils à leur surface apicale. Enfin, les cellules 
basales sont les précurseurs des cellules de Clara, des cellules à gobelets et des cellules 
ciliées (St-George et al., 1988). 
1.1.2. Fonctions 
Chacune des populations cellulaires des voies respiratoires possède des fonctions 
différentes et caractéristiques. 
2 
Les cellules basales semblent être à l'origine des autres cellules constituant 
l'épithélium des voies respiratoires. Inayama et al. (1988, 1989) ont démontré que 
l'inoculation de cellules basales à la surface luminale d'une trachée, préalablement 
dépourvue de son épithélium, permettait la régénération des cellules sécrétrices (Clara et 
à gobelets) et des cellules ciliées. De plus, les cellules basales servent d'ancrage pour les 
autres types cellulaires de l'épithélium (Evans & Plopper, 1988). Elles semblent être 
responsables de la fabrication d'une matrice extracellulaire essentielle à l'attachement des 
autres cellules. Mis à part leurs fonctions structurales et de précurseurs des cellules 
épithéliales, les cellules souches sont aussi responsables, en partie, de la protection du 
muscle lisse contre plusieurs neuropeptides puisqu'une activité d'endopeptidase a été 
localisée au niveau de ce type cellulaire (Nadel, 1991). 
Les cellules ciliées ont peu de fonction connue. Jusqu'à présent, elles semblent 
seulement être responsables de la clairance du mucus au niveau des voies aériennes 
(Sleigh et al., 1988). Selon nos connaissances, aucune autre fonction ne leur est encore 
attribuée. 
Pour leur part, les cellules sécrétrices (cellules de Clara et à mucus) sont 
responsables de la sécrétion de mucus et de plusieurs médiateurs tels que certaines 
cytokines, les dérivés de l'acide arachidonique, le leucotriène B4, les prostaglandines E2 
(PGE2 majoritaire), F2ct (PGF2ct) et D2 (PGD2), le thromboxane A2 (TXA2) (Wu et al., 
1992) et l'endothéline-1 (ET-1) (Black et al., 1989; Yang et al., 1997; Pelletier et al., 
1998). La libération d'oxyde nitrique par l'épithélium a été rapportée dans des cas 
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d'inflammation ou sous l'action de certaines cytokines (Robbins et al., 1994; Robbins et 
al., 1997). 
Les rôles de ces médiateurs au niveau des voies respiratoires ont été étudiés 
principalement en rapport avec leurs effets sur le muscle lisse (Thein & Walters, 1995), 
mais leurs fonctions en rapport avec l'épithélium demeurent, à ce jour, peu définies. 
1.1.3. Médiateurs influençant les fonctions de l'épithélium. 
Les différentes fonctions des cellules formant l'épithélium sont influencées par 
plusieurs autacoïdes et hormones. 
La sécrétion de mucus par les cellules à mucus est stimulée par l'ATP (Kim et al., 
1989), la capsaïcine et certains neuropeptides (Kuo et al., 1990) et, finalement, par le 
Platelet-Activating Factor (PAF) (Lellouch-Tubiana et al., 1988). 
Au niveau des cellules ciliées, les leucotriènes C4 et 04 (W anner et al., 1983 ), les 
prostaglandines E 1 et E2 (Wanner et al., 1983), la capsaïcine ainsi que certains 
neuropeptides (Lindberg & Mercke, 1986; Kondo et al., 1990), les agonistes 13r 
adrénergiques (Verdugo et al., 1980), !'angiotensine II (Kobayashi et al., 1990), 
l'endothéline-1 (Tamaoki et al., 1991) et la bradykinine (Tamaoki et al., 1989) sont des 
agents responsables de l'augmentation des battements ciliaires. À l'opposé, la Major-
Basic-Protein (MBP) (Hastie et al., 1987), l'éosinophile peroxydase (Motojima et al., 
1989) et l'adénosine (Tamaoki et al., 1998) vont diminuer la fréquence des battements 
ciliaires. 
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Ces battements ne sont pas influencés uniquement par ces médiateurs, mais aussi 
par la viscosité (le contenu en eau) du mucus (Wanner, 1977; Welsh, 1987; Nadel, 1991). 
La viscosité du mucus est maintenue et influencée par le transport de l'ion chlorure. Par 
conséquent, les médiateurs contrôlant ce transport vont modifier la viscosité de ce mucus 
et probablement les battements ciliaires (Welsh, 1987). Le transport de cet ion est modulé 
par le Vasoactive-Intestinal-Peptide (VIP) (Nathanson et al., 1983), l'acétylcholine 
(Marin et al., 1976), l'histamine (Marin et al., 1977), les prostaglandines (Al-Bazzaz et 
al., 1981), les leucotriènes (Leikauf et al., 1986), la MBP (Jacoby et al., 1988), les 
neuropeptides (Al-Bazzaz et al., 1985), le PAF (Tamaoki et al., 1991) et l'endothéline 
(Plews et al., 1991). La population cellulaire responsable du transport des ions chlorure 
demeure, quant à elle, encore inconnue. 
Non seulement ces médiateurs ont-ils la capacité de moduler ces différentes 
fonctions de l'épithélium, mais quelques-uns d'entre eux sont aussi synthétisés au niveau 
de ce même épithélium. C'est le cas des dérivés de l'acide arachidonique, soit le 
leucotriène B4. les prostaglandines E2, 0 2, F2a. et le thromboxane A2 (Wu et al., 1992), et 
aussi de l'endothéline-1 (Black et al., 1989). Le fait que ces médiateurs soient produits 
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1.2. LES PROSTAGLANDINES. 
1.2.1. Voie de synthèse 
Le précurseur des prostaglandines et du thromboxane Ai est l'acide 
arachidonique. Ce dernier est généré par la plupart des cellules à partir des 
phospholipides membranaires sous l'action de la phospholipase A2. L'acide arachidonique 
est ensuite converti par la prostaglandine G/H synthétase (PGHS) en prostaglandine G2 
(cyclooxygénation) et ensuite en prostaglandine H2 sous l'effet de l'activité peroxidase de 
l'enzyme (Hamberg & Samuelsson, 1967; Smith & Mamett, 1990). Il existe deux 
isoformes de cette enzyme, la PGHS-1 et la PGHS-2 (aussi nommées cyclooxygénase 1 
et 2, COX-1 et COX-2), qui sont exprimées différemment. La première isoforme 
(constitutive) est normalement exprimée dans toutes les cellules et la seconde semble être 
exprimée lors de situations inflammatoires ou en réponse à des cytokines ou à des 
facteurs de croissance (Kujubu et al., 1991; Hia & Neilson, 1992; O'Banion et al., 1992; 
Herschman, 1994; Seibert et al., 1994; Masferrer et al., 1994). La prostaglandine H2 est 
le précurseur des différentes prostaglandines, du thromboxane et de la prostacycline 
(PGI2) qui sont obtenus par l'activité de différentes isomérases et synthases (Samuelsson 
et al., 1975; Needleman et al., 1986; Sigal, 1991) (figure 1). 
La formation de ces médiateurs dépend de la distribution des enzymes 
responsables de la conversion de la prostaglandine H2. Au niveau pulmonaire, la synthèse 
des prostaglandines est effectuée différemment selon le type cellulaire. La prostacycline 
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est principalement synthétisée par l'endothélium (Said, 1982), tandis que les 
prostaglandines E2, D2, F2a et le thromboxane Ai le sont par l'épithélium (Wu et al., 
1992). D'autres populations cellulaires pulmonaires, tels le macrophage alvéolaire, les 
fibroblastes et les pneumocytes de type Il, sont aussi responsables de la synthèse des 
dérivés de l'acide arachidonique (Said, 1982). 
1.2.2. Récepteurs et pharmacologie des récepteurs des prostaglandines 
Les différentes prostaglandines produisent leurs fonctions par l'entremise d'une 
multitude de récepteurs situés à la surface des cellules cibles. Une première classification 
de ces récepteurs a été proposée par Kennedy et al., (1982). Cette classification fut 
établie selon l'ordre de puissance des différents agonistes naturels sur les différents 
récepteurs, soit les récepteurs DP pour la PGD2, EP pour la PGE2, FP pour la PGF2a, IP 
pour la prostacycline (PGI2) et TP pour le thromboxane A2 (Tableau 1). Suite au 
développement d'agonistes et d'antagonistes sélectifs, une seconde classification de ces 
récepteurs a été proposée (Coleman et al., 1994). Cette seconde classification est basée 
sur la première et conserve la structure proposée par Kennedy et al (1982), soit les 
familles DP, EP, FP, IP et TP, mais en plus elle comporte une division de la famille des 
récepteurs EP en quatre sous-types soit les récepteurs EPi, EP2, EP3 et EP 4 (Coleman et 
al., 1994). 
Au fil des années, la classification des différents récepteurs a été effectuée au 
moyen de diverses méthodes qui sont les essais fonctionnels, les essais de liaisons et les 
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études de voies de signalisation ou de seconds messagers. Comme cette dernière méthode 
sera celle utilisée pour la caractérisation du ou des récepteurs présents sur l'épithélium, 
nous avons volontairement omis de présenter les autres méthodes de caractérisation dans 
ce mémoire. Par ailleurs, afin de faciliter la compréhension de la classification des 
récepteurs, une synthèse des familles et des sous-types de récepteurs, de leur structure, de 
leur couplage et des outils pharmacologiques servant à les caractériser est présentée au 
tableau 1. 
La première démonstration suggérant le couplage positif du récepteur DP à 
l'adénylyl cyclase a été rapportée par Simon et al. (1980). Dans cette étude, les 
prostaglandines Ei, 12 et D2 stimulaient l'adénylyl cyclase avec la même puissance. Ceci a 
aussi été observé au niveau des cellules CCL44, confirmant ainsi l'existence d'un 
récepteur DP dans ces populations de cellules (lto et al., 1990). Le profil 
pharmacologique, ou l'ordre de puissance, des agonistes naturels sur ce récepteur est: 
PGD2 >> PGE2 > PGF2cx > PGii = TXA2. Il existe des outils pharmacologiques, trois 
agonistes et un seu! antagoniste, servant à la caractérisation de ce récepteur et ils sont 
présentés au tableau 1. 
Les récepteurs EP sont des protéines à sept domaines transmembranaires qui 
remplissent différentes fonctions, qui possèdent des profils pharmacologiques différents et 
qui peuvent être couplées à plusieurs protéines G régulatrices. Par contre, le profil 
pharmacologique des agonistes naturels de cette famille de récepteurs est le même, soit 
PGE2 > PGF2cx, PGh > PGD2 = TXA2, ce qui empêcha les premiers groupes de recherche 
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de les dissocier. Depuis, le développement d'agonistes et d'antagonistes sélectifs a permis 
de les distinguer. 
Le premier récepteur de cette famille, le récepteur EPi, est un récepteur couplé à 
une protéine régulatrice de type Gq. Cette caractérisation est la résultante d'études 
démontrant que les contractions de la trachée de cobaye induites par PGE2 étaient 
indépendantes de la concentration de Ca2+ extracellulaire (Creese & Denborough, 1981; 
Coleman & Kennedy, 1985). La caractérisation de ce type de récepteur est faite à l'aide 
d'agonistes sélectifs puisqu'aucun antagoniste sélectif n'a été développé à ce jour 
(Coleman et al., 1994). 
Le récepteur EP2 est un récepteur couplé à une protéine régulatrice de type Gs et 
plusieurs études ont permis d'arriver à cette conclusion. D'abord sur les entérocytes 
(Hardcastle et al., 1982) et ensuite sur les cellules endothéliales de la cornée (Jumblatt & 
Peterson, 1991), le récepteur EP2 a été relié à la stimulation de l'adénylyl cyclase. Une 
autre démonstration a été faite par Sonnenberg et al. (1990) qui a permis démontrer que 
les cellules RCCT en culture possèdent un seul site de liaison pour la prostaglandine E2. 
Une augmentation de la formation d'AMP cyclique a été observée lorsqu'elles étaient 
stimulées par cette prostaglandine. De plus, cette liaison de la PGE2 est inhibée par la 
présence d'analogues de la guanosine, suggérant ainsi un couplage du récepteur à une 
protéine G (Sonnenburg et al., 1990). Finalement, dans les cellules exprimant le récepteur 
EP2 de souris, la PGE2 stimule la formation d'AMP cyclique sans changement des niveaux 
d'lP3 (flonda et al., 1993). Comme pour le récepteur EPi, la caractérisation du récepteur 
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EP2 se fait à l'aide d'agonistes sélectifs puisqu'aucun antagoniste sélectif n'a été développé 
(Gardiner, 1986; Niais et al., 1993; Coleman et al., 1994). 
Des études de pharmacologie classique ont permis de montrer que le récepteur 
EP3 pouvait se coupler à plusieurs protéines G régulatrices et conserver le même profil 
pharmacologique des antagonistes et des agonistes naturels ou synthétiques (Namba et 
al., 1993). En utilisant des techniques de biologie moléculaire telles que le clonage 
d'ADN complémentaires à partir de librairie, il a été possible de mieux comprendre ce 
phénomène et de démontrer que ces différents couplages sont essentiellement dus à un 
épissage alternatif à l'extrémité 3' de l'ARN messager encodant ces récepteurs, conférant 
ainsi des différences à l'extrémité C-terminal du récepteur (lrie et al., 1993; Breyer et al., 
1994; Jon et al., 1997). Ces variations au niveau de la queue cytoplasmique du récepteur 
engendrent différents couplages aux diverses protéines G (Negishi et al., 1993). 
Néanmoins, il semble que le récepteur EP3 soit principalement couplé à une protéine 
régulatrice de la famille des Gi. Ceci ressort d'études dans lesquelles les effets produits 
par le récepteur EP3 ont été inhibés par l'utilisation de la toxine pertussique (Sonnenburg 
& Smith, 1988; Sonnenburg et al., 1990). Les outils pharmacologiques utilisés pour 
étudier ce récepteur sont essentiellement des agonistes puisqu'aucun antagoniste n'a été 
développé (Tableau 1). 
Le dernier des sous-types de récepteurs de la famille EP est le récepteur EP 4. Ce 
récepteur est couplé à une protéine régulatrice de la famille Gs et, par conséquent, il est 
responsable de la stimulation de l'adénylyl cyclase et de la formation d'~ cyclique 
(Nishigaki et al., 1995; de Bram-Fernandes et al., 1996; Murrat & Ashby, 1997). En 
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TABLEAU 1. Représentation synthèse des différents récepteurs des 
prostaglandines; le nom, la structure, le couplage, lordre de puissance des agonistes 
naturels, les agonistes sélectifs et les antagonistes sélectifs. 
Nom Structure Couplage Ordre de Agonistes Antagonistes 
·puissance sélectifs Sélectifs 
DP 7TM Gs D>>E>F>L T BW245C BWA868C 
ZK.110841 
RS93520 
FP 7TM Gq111 F>D>E>L T fluprostenol -
latanaprost 
IP 7TM Gs I>>D, E, F >T cicaprost -
Iloprost 
TP 7TM Gq111 T= H >>D, E, F, U46619 GR32191 
I STA2 SQ29548 
1-BOP 
EP1 7TM Gq E>F, I>D, T Iloprost SC19220 
17-phenyl-co-
trinor-PGE2 
EP2 7TM Gs E > F, I>D, T Butaprost -
AH13205 
EPJ• 7TM Gq111 / Gilo E>F, I>D, T GR63799 -
sulprostone 
SC46275 
EP4 7TM Gs E > F, I>D, T - AH23848B 
AH22921X 
-Tiré de TiPS Receptor and Ion Channel Nomenclature Supplement, 1996 (Seventh 
edition). 
-• Il existe plusieurs isoformes de ce récepteur dû à un épissage alternatif résultant en 
différentes queues cytoplasmiques permettant le couplage de récepteur à différentes 







raison de sa découverte récente, peu d'outils pharmacologiques permettent sa 
caractérisation, mais l'utilisation de deux antagonistes sélectifs, le AH23 848B et le 
AH22921X, a permis de le distinguer des autres récepteurs EP (Coleman et al, 1994). 
De plus, en présence du butaprost, un agoniste sélectif EP2, ce récepteur semble 
incapable de stimuler l'adénylyl cyclase et de générer l'AMP cyclique (De Vries et al., 
1995; de Brum-Fernandes et al, 1996). 
La première indication que le récepteur FP est couplé à une protéine Gq a été 
apportée par une étude de Raymond et aL (1983) démontrant que la PGF2a. induit la 
formation d'IP3 par les cellules lutéales. De plus, l'effet de la PGF2a. sur la mobilisation de 
Ca2+ intracellulaire est associé à la formation d'IP3 et ce phénomène est insensible à la 
toxine pertussique (Gusovsky, 1991; Nakao et al., 1993; Quarles et al., 1993). Un 
modèle utilisant le récepteur recombinant a aussi confirmé le couplage du récepteur FP à 
la formation d'IP3 et l'augmentation de Ca2+ intracellulaire (Sugimoto et al., 1992). 
L'ordre de puissance des agonistes naturels sur ce récepteur est PGF2a. > PGD2 > PGE2 > 
PGI2 = TXA1. Plusieurs agonistes synthétiques permettent la caractérisation de ce 
récepteur, mais aucun antagoniste n'a été, à ce jour, répertorié. 
Le récepteur IP est lui aussi couplé à une protéine régulatrice de type Gs puisque 
son activation résulte en une augmentation de la génération d'AMP cyclique dans 
différents modèles (Siegl et al., 1979; Hashimoto et al., 1990; Ito et al., 1992). L'ordre 
de puissance des agonistes naturels est PGii >> PGD2 = PGE2 = PGF2a. > TXA2. 
L'Iloprost et le cicaprost sont de très bon agonistes sur ce récepteur, mais l'iloprost 
13 
manque de sélectivité puisqu'il agit aussi sur le récepteur EP1. De plus, il n'existe aucun 
antagoniste permettant d'inhiber les actions médiées par ce récepteur. 
Enfin, le récepteur TP est couplé à une protéine régulatrice Gq. Dans les 
plaquettes, l'effet de l'agoniste sélectif TP, U46619. n'est pas inhibé par la toxine 
pertussique et mène à l'activation de la phospholipase C {PLC) (Brass et al., 1987). De 
plus, l'utilisation d'anticorps spécifiques contre les protéines G de la famille Gq inhibe 
l'activité du U46619 (Shenker et al., 1991). Finalement, la purification de ce récepteur 
par chromatographie d'affinité montre qu'il est couplé à deux types de protéines G, dont 
une de la fanùlle des Gq (Knezevic et al., 1993). 
1.2.3. Fonctions des prostaglandines au niveau des voies aériennes 
De façon générale, une connaissance de la distribution des récepteurs permet de 
mieux comprendre les fonctions de certains médiateurs sur les plans physiologique et 
pathophysiologique. Cependant, la distribution des récepteurs aux prostaglandines au 
niveau des voies aériennes est encore bien peu connue. Les récepteurs DP sont retrouvés 
au niveau des muscles lisses des voies aériennes et sont responsables de leur relaxation 
(Coleman et al., 1990). Quant aux récepteurs de la famille EP, l'activation du récepteur 
EP1 induit la contraction des muscles lisses trachéaux chez le cobaye (Coleman et al., 
1994). Le récepteur EP2 est présent sur les macrophages alvéolaires et les muscles lisses. 
Lorsque activé, il inhibe la relâche de médiateurs contractiles et cause la relaxation 
(Coleman et al.. 1990). En ce qui a trait au récepteur EP3, l'ARN messager de ce type de 
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récepteur a été retrouvé au niveau du poumon, mais aucune fonction ne lui a encore été 
attribuée (Sugimoto et al., 1998). Par contre, le ou les isoformes du récepteur EP3 n'ont 
pas été identifiées. De découverte récente, le récepteur EP 4 a été localisé au niveau de la 
trachée de rat (Lydford & McKechnie, 1993). La présence de récepteurs FP au niveau 
des voies aériennes a été rapportée par Coleman et al., (1987). Ils y induisent la 
contraction des muscles lisses. Le récepteur IP ne semble pas être présent au niveau des 
voies aériennes puisque l'Iloprost, un analogue stable de la prostacycline, n'y produit 
aucun effet (Thein & Walters, 1995). Ce récepteur serait plutôt situé au niveau de 
l'endothélium des vaisseaux sanguins pulmonaires et serait, en partie, responsable de leur 
vasodilatation (Thein & Walters, 1995). Enfin, le récepteur TP est présent au niveau des 
muscles lisses trachéaux, des muscles lisses vasculaires et de l'endothélium, tout comme 
le récepteur IP, mais il y induit la contraction des muscles lisses (Namba et al., 1998). 
1.3. L'ADÉNOSINE 
l.3.1. Voie de synthèse 
Chez l'homme comme chez plusieurs autres espèces animales, l'adénosine est l'un 
des produits intermédiaires de la dégradation de l'AMP vers l'acide urique qui est destinée 
à l'excrétion. Ainsi, la voie de synthèse de l'adénosine correspond à une des voies de 
l'élimination de l'AMP et autres nucléotides de purines (Figure 2). L'adénosine est 
produite par l'action de la 5'-nucléotidase qui hydrolyse l'AMP et libère ainsi le 
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Figure 2. Voie de biosynthèse de l'adénosine. 
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groupement phosphate en position 5' de la molécule. Au niveau des voies aériennes, la 
source d'adénosine n'est pas encore clairement identifiée (Polosa & Holgate, 1997). 
Certaines études ont démontré que, chez des animaux sensibilisés, l'adénosine pouvait 
être libérée par les mastocytes suite à une provocation (challenge imrnunologique) 
(Marquardt et al.. 1984). D'autres études ont aussi proposé que l'adénosine pourrait être 
libérée par les plaquettes et les neutrophiles puisque la stimulation de ces dernières libère 
l'ADP et l'AMP. Ceux-ci peuvent alors être convertis en adénosine par l'action de 5'-
nucléotidases spécifiques (Polosa & Holgate, 1997; Madara et al., 1998). Une autre 
source d'adénosine pourrait être l'endommagement de l'épithélium puisque de grandes 
quantités de nucléotides ont été retrouvées dans le cytoplasme de ces cellules et peuvent 
ensuite être converties en adénosine par l'action de nucléotidases spécifiques (Gordon. 
1986). 
1.3.2. Récepteurs de l'adénosine 
L'adénosine produit ses effets via l'activation d'une famille de récepteurs nommée 
P i-purinorécepteurs ou récepteurs de l'adénosine. Cette famille de récepteurs se divise en 
quatre sous-types soit les récepteurs Ai, A2A, A28, et A3 (Revue par (Fredholm et al., 
1994). Toutes ces formes de récepteurs sont du type Rhodopsin-lilœ et sont couplées à 
différentes protéines G régulatrices (Revue par (Fredholm et al., 1994). 
Le récepteu1· A1 est un récepteur couplé aux protéines régulatrices G.-1, G.-2, (Fi_3 
et Go et ne semble pas être couplé aux protéines G de type Gs et Gz (Freissmuth et al., 
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1991; Munshi et al., 1991). De façon générale, ce type de récepteur est sensible à la 
toxine pertussique confirmant ainsi l'implication de protéines Gï/Go. De plus, l'activation 
de ce type de récepteur induit une grande variété de phénomènes cellulaires, telles 
l'inhibition de l'adénylyl cyclase (Van Calker et al., 1978; Londos et al., 1980a), 
l'inhibition de la conductance Ca2+ dépendante (Trussel & Jackson, 1985), la stimulation 
de la phospholipase C, la génération de calcium et l'activation de la protéine kinase C 
(Gerwins & Fredholm, 1992; Gerwins & Fredholm, 1994). D'autres effets, comme 
l'inhibition de l'hydrolyse des inositols phosphates, ont aussi été rapportés (Kendall & 
Hill, 1988; Delahunty & Linden, 1988). Sur la base d'observations faites sur d'autres 
récepteurs couplés aux protéines G, il est permis de croire que certains effets soient 
induits par la sous unité a. et d'autres par les sous unités f3,y de la protéine G impliquée 
(Birnbaumer, 1992). 
Les récepteurs A2 (A2A et A28) sont des récepteurs couplés à une protéine 
régulatrice de type Gs puisqu'ils induisent l'activation de l'adénylyl cyclase (Londos et al., 
l 980b ). À l'origine, seul le terme A2 était utilisé pour nommer tous les récepteurs de 
l'adénosine induisant l'activation de l'adénylyl cyclase (Londos et al., l 980b ). La division 
de cette classe de récepteurs en deux sous-types, A2A et A28, fut proposée par Daly et al. 
(1983) (Daly et al., 1983). Leur étude suggère la présence de récepteurs de haute affinité 
activant l'adénylyl cyclase dans l'oreillette de rat et un récepteur de faible affinité dans 
tout le reste du cerveau. Des résultats semblables ont aussi été obtenus par Elfinan et al. 
(1984) (Elfinan et al., 1984) qui montrent des récepteurs de haute affinité dans les 
neuroblastomes en culture et des récepteurs de faible affinité dans les cellules gliales. 
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Ainsi, les noms A2A et A2B ont été officiellement donnés à ces récepteurs de haute et de 
faible affinités, respectivement (Bruns et al., 1986). Mis à part la stimulation de la 
production d'AMP cyclique, le récepteur A2B semble influencer de façon positive les 
niveaux de calcium intracellulaire via un mécanisme requérant une augmentation de la 
concentration de Ca2+ intracellulaire initiale, et qui est sensible à la toxine cholérique 
(Feoktistov et al., 1994). Par contre, ce phénomène ne semble pas avoir été observé par 
l'activation du récepteur A2A (Feoktistov & Biaggioni, 1997). 
La présence d'un autre récepteur à l'adénosine fut rapportée dans les années 90, 
soit le récepteur A3 (Maenhaut et al., 1990; Libert et al., 1991; Zhou et al., 1992; Pierce 
et al., 1992; Rivkees & Reppert, 1998). Il s'agit d'un récepteur couplé à une protéine 
régulatrice de type Gi, puisque son activation induit l'inhibition de l'adénylyl cyclase 
(Maenhaut et al., 1990; Libert et al., 1991; Zhou et al., 1992; Pierce et al., 1992; 
Rivkees & Reppert, 1998). Par contre, due à sa découverte récente, une évaluation 
exhaustive des fonctions de ce type de récepteur n'a pu être faite à ce jour. 
1.3.3. Pharmacologie des récepteurs à l'adénosine. 
Des agonistes et antagonistes puissants et sélectifs ont été développés pour trois 
des quatre formes de récepteurs, soit les récepteurs Ai, A2A et A3 . Il sont présentés au 
tableau 2. Le profil pharmacologique de ces différents outils est connu et accepté. Pour 
cette raison, une description exhaustive du profil pharmacologique de ces différents 
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agents ne sera pas présentée dans ce mémoire. Lorsque nécessaire, ou à des fins de 
comparaison, il en sera parfois fait mention. 
Concernant le récepteur A28, il n'existe pas encore d'agonistes et d'antagonistes 
puissants et sélectifs qui lui sont propres. Néanmoins, la caractérisation de ce type de 
récepteur peut se faire par une méthode d'exclusion, i.e. par le constat de l'inefficacité ou 
de la faible affinité d'agonistes ou d'antagonistes sélectifs propres aux autres types de 
récepteurs à l'adénosine (Pierce et al., 1992). 
Tel que mentionné précédemment, les récepteurs A2A et A2B sont couplés de 
façon positive à l'adénylyl cyclase et sont activés par le NECA, un agoniste non sélectif 
sur les récepteurs A2A et A28 (Jarvis et al., 1989; Nakane & Chiba, 1990). À l'opposé, 
l'agoniste sélectif A2A, le CGS21680, est un excellent outil pour discriminer les effets 
médiés par les récepteurs A2 puisqu'il est inactif sur le récepteur A28 (Alexander et al., 
1996; (Jarvis et al., 1989; Nakane & Chiba, 1990; Casad6 et al., 1992; Peakman & Hill, 
1994; Brackett & Daly, 1994; Fiebich et al., 1996). De plus, les EC50 de ces différents 
agonistes sur les deux types de récepteurs sont très différents. Sur le récepteur A28, le 
NECA possède un ECso dans la région des bas micromolaires (1-lOµM) tandis que le 
CGS21680 est quasi totalement inefficace (Feoktistov & Biaggioni, 1993; Brackett & 
Daly, 1994; Feoktistov & Biaggioni, 1995; Alexander et al., 1996; Fiebich et al., 1996; 
Cooper et al., 1997). Sur le récepteur A2A, le CGS21680 et le NECA ont des EC50 
comparables et se situent dans les bas nanomolaires (1-lOnM) (Jarvis et al., 1989; 
Nakane & Chiba, 1990; Casad6 et al., 1992; Ride et al., 1992; Brackett & Daly, 1994; 
Feoktistov & Biaggioni, 1995; Fiebich et al., 1996; Dubey et al., 1996; Feoktistov & 
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Biaggioni, 1995). Ainsi, les effets observés lors de la stimulation avec le NECA, à des 
concentrations de l'ordre du bas micromolaire (1-lOµM), et l'absence d'effet sous l'action 
de l'agoniste sélectif A2A, le CGS21680, constituent des caractéristiques du récepteur 
A28. De plus, l'agoniste naturel et non-sélectïf: l'adénosine, et le 2-Cl-Adénosine 
(2CADO) possèdent de faibles affinités (10-100 µM) sur ce type de récepteur, 
contrairement à leurs affinités envers les autres types de récepteurs (Hemandez et al., 
1993; Peakman & Hill, 1994; Alexander et al., 1994b; Alexander et al., 1996; Cooper et 
al., 1997). L'ordre de puissance caractéristique de ces quatre agonistes sur le récepteur 
A2B est : NECA > 2CADO ~ adénosine >>> CGS21680 (Hemandez et al., 1993; 
Alexander et al., 1994b; Alexander et al., 1996; Cooper et al., 1997). 
La caractérisation de récepteurs en fonction du degré d'affinité apparente des 
différents agonistes sur ceux-ci n'est pas idéale. En effet, cette affinité apparente ne 
dépend pas uniquement de la liaison du ligand (l'agoniste), mais elle est aussi influencée 
par les différents facteurs impliqués dans les mécanismes de signalisation intracellulaire. 
L'utilisation d'antagonistes sélectifs et puissants est donc préférable puisque leur liaison au 
récepteur ne dépend pas de ces mécanismes intracellulaires (Kenakin, 1987). Cependant, 
tel qu'observé au tableau 2, il n'existe aucun antagoniste hautement sélectif et puissant 
pour le récepteur A2B, contrairement aux autres types de récepteurs à l'adénosine. 
L'étude de la relation de structure-activité des antagonistes de l'adénosine sur le 
récepteur A2B est relativement bien complétée (Hemandez et al., 1993; Alexander et al., 
1994b; Alexander et al., 1996; Cooper et al., 1997). Il semble que certains dérivés 
xanthines, comme le XAC (xanthine amine congener), soient aussi puissants sur le 
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TABLEAU 2. Représentation synthèse des différents récepteurs à l'adénosine; le 
nom, la structure, le couplage, les agonistes et les antagonistes sélectifs. 
Nom Structure Couplage Agonistes Antagonistes Sélectifs 
sélectifs 
Ai 7TM Guo N6-cyclopentyladenosine (CPA) DPCPX 
2-Cl-CPA (CCP A) 
GR79236 




Ale 7TM Gs - 3-n-propylxanthine t 
AJ 7TM Gilo IB-1\.ŒCA 1-ABOPX 
2-Cl-IB-l\.ŒCA 
Tiré de: TiPS Receptor and Ion Channel Nomenclature Supplement, 1996 (Seventh 
edition). 
"t Feoktistov, L and Biaggioni, L Adenosine A2B receptors evoke Interleukin-8 secretion 
in human mast cells. An emprofylline-sensitive mechanism with implication for asthma J. 
Clin. Invest. (1995) 96:1979-1986. 
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récepteur A28 que sur les autres types de récepteurs, à l'exception du récepteur A3 
(Feoktistov & Biaggioni, 1993; Fredholm et al., 1994; Brackett & Daly, 1994; Alexander 
et al., 1996; Cooper et al., 1997). Les valeurs de pA2 de cet antagoniste se situent aux 
alentours de 9 pour le récepteur Ai, entre 7 et 8 pour les récepteurs A2A et A2B et sont 
quasi inefficaces(> 100 µM) sur le récepteur A3 (Fredholm et al., 1994). Le CGS 15943 , 
un antagoniste non sélectif A2A-Am (pA2 = 7-8), permet aussi de différencier les effets 
transmis par les récepteurs A2A et Am des autres types, soit les récepteurs Ar et A3, 
puisqu'il possède un plus faible pA2 pour le récepteur Ar (7-8) (Fredholm et al., 1994; 
Alexander et al., 1996; Cooper et al., 1997). Cependant la relation de structure-activité 
de cet antagoniste sur le récepteur A3 n'a pas, à notre connaissance, été effectuée 
(Fredholm et al., 1994). Les antagonistes sélectifs Ar et A2A, soit le DPCPX (pA2 = 9, 
(Fredholm et al., 1994)) et le ZM241385 (pA2 = 9, (Poucher et al., 1995)), possèdent de 
faibles affinités sur le récepteur Am (pA2 = 7 pour le ZM241385 (Poucher et al., 1995) et 
pA2 = 7 pour le DPCPX (Hemandez et al., 1993; Alexander et al., 1994b; Alexander et 
al., 1996; Cooper et al., 1997)), comparativement à leur affinité sur les récepteurs Ar et 
A2A, respectivement. Le composé antiasthrnatique enprofylline (3-n-propylxanthine) est 
l'antagoniste le plus sélectif du récepteur Am connu à ce jour (Feoktistov & Biaggioni, 
1997). L'enprofylline est 22 fois plus sélective pour le récepteur Am et 5 fois plus 
sélective pour le récepteur A2A, comparativement au récepteur Ar (Robeva et al., 1996). 
À l'égard du récepteur AJ, l'enprofylline semble posséder une très faible affinité (Linden et 
al., 1993). Elle demeure peu efficace puisqu'elle possède un IC50 de 10-100 µM 
(Feoktistov & Biaggioni, 1995; Alexander et al., 1996; Robeva et al., 1996; Cooper et 
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al., 1997). La méthode d'exclusion s'applique aussi pour les antagonistes sélectifs des 
autres types de récepteurs à l'adénosine afin de discriminer les effets produits par ces 
différents récepteurs. Ainsi, les antagonistes sélectifs des récepteurs A1. A2B et AJ à 
l'adénosine seront peu ou pas efficaces sur le récepteur A2B. 
1.3.4. Fonctions de ladénosine au niveau des voies respiratoires. 
Les fonctions de l'adénosine au niveau des voies aériennes, et plus 
particulièrement au niveau de l'épithélium, demeurent encore bien peu définies. Comme 
mentionné dans la première partie de cette introduction, l'adénosine semble être impliquée 
dans la modulation du transport des ions cr, de la sécrétion du mucus et du battement 
ciliaire (Lazarowski et al., 1992; Tamaoki et al., 1998). L'adénosine semble aussi être 
étroitement impliquée dans l'asthme (Polosa & Holgate, 1997; Feoktistov et al., 1998). 
Elle peut aussi augmenter la pression sanguine pulmonaire et l'extravasation plasmatique, 
entraînant ainsi l'oedème pulmonaire (yVatt et al., 1987). De plus, l'adénosine joue un rôle 
dans le chimiotactisme des neutroplùles via l'activation des mastocytes et stimule les 
basophiles circulants à libérer de l'histamine (Church et al., 1983; Hughes et al., 1984; 
Peachell et al., 1988). Le rôle chemo-attractant de l'adénosine a été partiellement 
expliqué par les travaux de Feoktistov et aL (1995) qui ont récemment montré que 
l'activation des mastocytes humains par l'adénosine conduisait à la libération d'IL-8, un 
agent chemo-attractant (Feoktistov & Biaggioni, 1995), faisant ainsi un lien entre 
l'adénosine et l'asthme. Le rôle néfaste de l'adénosine au niveau des voies respiratoires a 
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aussi été rapporté par d'autres groupes de recherche. De plus, de récentes études ont 
démontré que l'adénosine était responsable de bronchoconstriction via l'activation du 
récepteur A1 (Nyce & Metzger, 1997; Ali et al., 1997). 
1.4. LES ENDOTHÉLINES 
1.4.1. Voie de synthèse 
L'endothéline-1 (ET-1) est un peptide de 21 acides aminés qui a été découvert à la 
fin de la dernière décennie (Yanagisawa et al., 1988). L'ET-1 contient deux ponts 
disulfures reliant les acides aminés de la position 1 à la position 15 et ceux de la position 
3 à la position 11. Trois gènes distincts ont été, jusqu'à présent, découverts et encodent 
trois formes d'endothélines, soit l'endothéline-1, -2, et -3 (Yanagisawa et al., 1998) 
(Figure 3). Les endothélines sont exprimées de façon constitutive dans plusieurs types 
cellulaires dont les cellules épithéliales de la trachée (Black et al., 1989; Laporte et al., 
1996; Yang et al., 1997). L'ET-1 étant la seule forme d'endothéline retrouvée au niveau 
des cellules épithéliales de la trachée de cobaye (Yang et al., 1997), seule cette isoforme 
sera considérée dans ce mémoire. 
La biosynthèse de l'ET-1 nécessite le clivage du précurseur pré-pro ET-1 en un 
second précurseur, la pré-ET-1 (ou la big-ET-1) (Yanagisawa et al., 1998). Ces coupures 
sont effectuées par l'action d'endopeptidases, telles que la furine (Denault et al., 1995), et 
par l'action de carboxypeptidases. La big-ET-1 est un peptide de 38 acides aminés qui est, 
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à son tour, coupé par l'enzyme de conversion de l'endothéline (ECE) afin de produire 
l'ET-1 (Yanagisawa et al., 1988) (Figure 4). 
Comme les cellules endothéliales ne possèdent pas de granules de sécrétion, il est 
donc improbable que l'ET-1 y soit emmagasinée. Le groupe de Yanagisawa et al. (1988) 
a donc proposé que les agents affectant la synthèse de l'ET-1 agissent au niveau 
transcriptionnel ou post-traductionneL Cette hypothèse a été confirmée par une étude du 
groupe de Prins et al. (1994) qui ont montré que la prostaglandine E2 et la prostacycline 
inhibent la production et la sécrétion d'ET-1, en diminuant la transcription du gène via un 
mécanisme dépendant du GMP cyclique et de la protéine kinase dépendante du GMP 
cyclique (PKG). 
1.4.2. Fonctions de l'ET-1 au niveau des voies aériennes 
Les effets vasoconstricteurs de ET-1 sont bien connus (Yanagisawa et al., 1988). 
Cependant, elle possède aussi des activités broncho- et trachéo-constrictrices (Boichot et 
al., 1991; Inui et al., 1994; Patel et al., 1997). L'effet de l'ET-1 sur le muscle lisse ne se 
limite pas à sa simple contraction , elle en stimule aussi la prolifération (Noverai et al., 
1992; Glassberg et al., 1994). Au niveau de l'épithélium, l'ET-1 semble impliquée dans la 
modulation des battements ciliaires (Tamaoki et al., 1991) et du transport des ions 
chlorure (Plews et al., 1991; Satoh et al., 1992). La libération de certains médiateurs est 
aussi influencée par l'ET-1, autant au niveau de l'épithélium qu'à celui des macrophages 
alvéolaires. Sous l'action de l'ET-1, le macrophage alvéolaire augmente sa production 
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Figure 4. Voie de synthèse de l'endothéline-1 
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Figure 3. Isoformes des endothélines. 
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d'eicosanoïdes (Millul et al., 1991) et sa production de superoxides (Haller et al., 1991) 
et l'épithélium augmente sa production de certaines prostaglandines comme la PGE2, la 
PGD2, le thromboxane A2 et un autre dérivé de l'acide arachidonique, le 12-HETE (Wu et 
al., 1992). 
1.5. BUTS DE L'ÉTUDE 
L 'ET-1 et l'adénosine sont deux médiateurs impliqué dans l'asthme. À l'inverse, la 
PGE2 exerce des actions broncho- et trachéo-protectrices. L'objet de la présente étude est 
la détermination de l'action de la PGE2 et de l'adénosine sur la production/sécrétion de 
l'ET-1. Elle vise aussi la caractérisation des récepteurs à l'adénosine et aux 
prostaglandines impliqués qui sont présents sur l'épithélium des voies aériennes. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1. DISSECTION DES TRACHÉES DE COBAYES. 
Les trachées sont obtenues de cobayes (Dunkin-Hartley guinea-pig) achetés des 
laboratoires Charles River (St-Constant, Qué.). Les animaux (sans préférence de sexe) 
sont sacrifiés par dislocation cervicale et ensuite exsanguinés par la coupure de la veine 
cave inférieure en accord avec le guide Canadien sur la santé des animaux. La trachée est 
alors disséquée et mise dans une solution physiologique stérile de Krebs-Heinseleit. 
2.2. ISOLATION DES CELLULES ÉPITHÉLIALES DES TRACHÉES DE 
COBAYES. 
Les trachées des cobayes sont nettoyées sous des conditions stériles. Les cellules 
épithéliales sont obtenues suite à l'incubation d'une heure, à 3 7°C, des trachées contenant 
une solution de protéase bactérienne de type XXIV (0,1%). Par la suite, les cellules 
épithéliales sont retirées mécaniquement, à l'aide d'un policeman, et suspendues dans le 
milieu de culture DMEM-Fl2 contenant de la pénicilline {IOOUI/ml), de la streptomycine 
(IOOU/ml) et de la fungizone (2 µg/ml). Les cellules sont ensuite centrifugées afin de 
retirer la protéase et ensuite suspendues à nouveau dans un milieu de culture DMEM-Fl2 
(pénicilline., streptomycine, fungizone) contenant du sérum bovin foetal (FBS) et mises 
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en culture pour 48 heures. Suite à ces 48 heures d'incubation, le milieu de culture est 
changé pour un milieu frais contenant du FBS et les antibiotiques durant 24 heures. Les 
cellules sont ensuite cultivées dans un milieu sans sérum pour les dernières 48 heures. 
Cette méthode permet l'isolation des quatre populations cellulaires formant l'épithélium 
des voies aériennes, soit les cellules de Clara, à gobelets, ciliées et basales (Prié et al., 
1997). Dépendant des types d'expériences effectuées, les cellules sont mises en culture 
dans des plaques de cultures de 6 ou 24 puits à raison de l,5X106 et 5X105 cellules par 
puits respectivement. 
2.3. PROCÉDURES EXPÉRIMENTALES 
2.3.1. Sécrétion d'ET-1 
Suite aux cinq jours de culture primaire, le milieu de culture est à nouveau changé 
et remplacé par un milieu frais contenant les concentrations appropriées des substances 
pharmacologiques, s'il y a lieu. Les cellules sont ensuite incubées à 37°C, dans un 
environnement humidifié contenant 5% de C02, durant 1, 3, 6, et 24 heures pour la 
cinétique et 24 heures pour les essais subséquents. Les antagonistes ou inhibiteurs sont 
ajoutés au milieu d'incubation 30 minutes avant la stimulation par les agonistes. Suite à 
ces temps d'incubation, les milieux de culture sont retirés et conservés à -20°C avant le 
dosage de l'ET-1 par RIA (section 2.4 .1.). Les cellules sont alors mises en présence de 
0,5 ml de Triton X-100 (0,1%) et incubées 24 heures à 4°C et le dosage des protéines 
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totales se fait selon la méthode de Bradford (section 2.4.3.). Suite à l'incubation de 24 
heures en présence de Triton X-100 (0,1%), les plaques de culture sont mises à -20°C en 
attente du dosage des protéines totales. 
2.3.2. Formation d'AMP cyclique 
Suite aux cinq jours de culture primaire, les milieux de culture sont changés et du 
milieu frais contenant de l'[3H]-adénine (2µCi) est ajouté et les cellules sont à nouveau 
incubées 2 heures à 37°C afin que l'[3H]-adénine soit incorporée et métabolisée en [3H] 
ATP. Les cellules sont ensuite lavées deux fois avec une solution d'HBS-glucose (Hanks 
buffer solution, 130mM NaCI, 3 .5 mM KCI, 2.3 rnM CaCh, 0.98 mM MgCh, 5rnM 
Hepes, 0.5mM EGTA et 10 mM de glucose) et ensuite mises en présence d'une solution 
d'HBS-BSA (Hanks buffer solution, 130rnM NaCl, 3.5 mM KCl, 2.3 mM CaCh, 0.98 
rnM MgCh, 5rnM Hepes, 0.5mM EGTA et M de glucose) contenant IO µM de Rolipram 
(un inhibiteur spécifique de la phosphodiestérase IV; la cinétique a été faite en présence 
de 3-isobutyl-1-methylxanthine, IBMX lmM, un inhibiteur de phosphodiesterase IV et 
V). Les cellules sont alors pré-incubées 15 minutes en présence de ces inhibiteurs et, s'il 
y a lieu, d'antagonistes. À la fin de cette incubation, les cellules sont stimulées avec les 
différents agonistes (100 µl) pour 5, 15, 30, 60 et 150 minutes (cinétique) et/ou 15 
minutes (autre essais). Les réactions sont terminées par l'addition d'acide perchlorique 
(PCA 50% (5% final)) et le dosage de l'AMP cyclique est fait tel que décrit à la section 
2.4.2. En ce qui concerne l'adénosine, le principe des essais pour la génération de l'AMP 
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cyclique est sensiblement le même sauf que les essais sont effectués dans les plaques de 6 
puits et un temps de stimulation de 5 min. est utilisé. Il est important de noter que l'IBMX 
a été utilisé uniquement pour la cinétique de stimulation de la formation d'AMP cyclique 
par la PGE2 puisqu'il possède des propriétés antagonistiques sur les récepteurs de 
l'adénosine. Ainsi, afin de simplifier les expériences, le Rolipram fut été utilisé dans tous 
les essais subséquents même en ce qui concerne les essais avec les prostaglandines. 
2.4. MÉTHODES DE DOSAGE 
2.4.1. Dosage de l'irET 
Les concentrations d'ET-1 sont mesurées par un essai radioimmunologique acheté 
de la compagnie Amersham (Oakville, Ontario, Canada). Brièvement, des volumes fixes 
d'échantillon (50 µl) et à'antiserum (50 µl) sont incubés durant 4 heures à 4°C. Suite à 
cette incubation de 4 heures, le compétiteur {1251-ET-3; 50UI) est ajouté à chacun des 
tubes et une incubation de 16 à 24 heures est effectuée. Afin de séparer la fraction liée de 
celle non liée à l'anticorps, un deuxième anticorps (anti-antiserum lié à des particules 
magnétisables) est ajouté et incubé 10 minutes à la température de la pièce et la 
séparation est effectuée par magnétisme. La radioactivité est ensuite comptée à l'aide d'un 
compteur gamma; la quantité de radioactivité comptée est inversement proportionnelle à 
la concentration d'ET-1 présente dans les échantillons. Comme l'essai ne permet pas de 
33 
discriminer entre les trois forme d'endothéline, le terme ET immunoréactive (irET) est 
utilisé. 
2.4.2. Dosage de I' AMP cyclique 
Le dosage de l'AMP cyclique est effectué selon la méthode, légèrement modifier, 
décrite par Salomon, 1970. Suite à l'arrêt de la réaction, par l'addition de PCA (acide 
perchlorique) 50 %, les plaques de culture sont mises sur glace et les cellules sont 
homogénéisées à l'aide d'un policeman. L'homogénat est placé dans un tube et une 
solution froide d'ATP et d'AMP cyclique (lmM de chacun) y est ajoutée. Les échantillons 
sont ensuite centrifugés et le surnageant de chacun est élué sur des colonnes de 
chromatographies (Dowex AG1X8 (100-200 mesh) 10 ml, contre ion: HCl) et d'alumine, 
10 ml) afin de séparer l'[3H]-AMP cyclique du [3H]-ATP. Brièvement, les sumageants 
sont d'abord placés sur la colonne Dowex, l'[3H]-ATP est élué à l'aide de 3 ml d'eau et 
l'[3H]AMP cyclique y est retenue. Par la suite, les colonnes Dowex (AG 1X8) sont 
superposées aux colonne d'alumine et 6 ml d'eau servent à éluer l'[3H]-AMP cyclique et 
les autres dérivés marqués. L'[3H]-AMP cyclique est éluée par 6 ml d'une solution 
d'imidazole (O. lM). Chacune des fractions contenant l'[3H]-ATP et l'[3H]-AMP cyclique 
est comptée à l'aide d'un compteur à scintillation et la formation d'AMP cyclique est 
exprimée en pourcentage d'[3H]-ATP convertie en [3H]-AMP cyclique suivant la formule 
suivante: 
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([3H]- AMP cyclique/ ([3H]-ATP+[3H]-AMP cyclique)) X 100. [1] 
2.4.3. Dosage des protéines totales 
Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford, en utilisant le réactif de la 
compagnie Bio-Rad (Missisauga, Ontario, Canada). Des échantillons de 10 µI sont 
utilisés, mélangés à 200 µl de réactif et incubés 15 minutes à la température de la pièce. 
Par la suite, la densité optique est mesurée à une longueur d'onde de 595 nm et les 
concentrations sont déterminées à l'aide d'une courbe standard d'albumine bovine. 
2.5. SUBSTANCES CHIMIQUES ET PHARMACOLOGIQUES 
Le milieu de culture, le sérum et les antibiotiques (pénicilline, streptomycine et la 
fungizone) proviennent de la compagnie Gibco (New-York, N-Y, USA). La protéase 
type XXIV, l'adénosine, l'ATP, l'AMP cyclique, le 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 
l'albumine de sérum bovin, l'imidazole et l'alunùne proviennent de la compagnie Sigma 
Chemicals Co. (St-Louis, Mo, USA). Le réactifBiorad pour le dosage des protéines et le 
Dowex AG1X8 (100-200 mesh), proviennent de la compagnies Bio-Rad (Mississauga, 
Ontario, Canada). L'[3H]-adénine et les radioirnmunoétalonnage pour l'ET-1 (RPA 555) 
sont de Amersham (Oakville, Ontario, Canada). Le butaprost, le AH23 848B 
([la.(Z),2j3,5a. ]-(±)-7-[5-[[( 1, l '-biphenyl)-4-yl]methoxy ]-2-( 4-morpholinyl)-3-
oxocyclopentyl] 4-heptenoic acid), la PGE2, l'Iloprost, la PGD2, la PGFia, le AH6809 (6-
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isopropoxy-9-oxoxanthine-2-carboxylic acid ), le AH22921X ( [la(z),2b,5a]-(±)-7-[5-
[[ (1, l '-biphenyl)-4-yl]methoxy ]-2-( 4-morpholinyl)-3-oxocyclopentyl]-5-heptenoic acid), 
le 16,16-dirnethyl PGE2, et le 11-deoxy-PGEi, proviennent de Cayman Chernical (Ann 
Arbor, Ml, U.S.A.). Le XAC (xanthine amine congener), le CGS15943 (5-arnino-9-
chloro-2-(2furyl)l,2,4-triazolo[l,5-c]quinazoline), le CGS21680 (2-[p-(-carboxyethyl)-
phenethylarnino]-5'-N-ethylcarboxarnidoadenosine), le CPA (N6 cyclopentyladenosine), le 
NECA (5'-N-ethylcarboxarnidoadenosine), l'enprofylline (3-n-propylxanthine), le DPCPX 
(8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine), l'arninophylline (theophylline ethylenediarnine) et le 
2-CADO (2-chloroadenosine) proviennent de la compagnie RBI (Research Biochemicals 
International, Natik, MA, USA). Le roliprarn et le zaprinast proviennent de la compagnie 
Calbiochem (San Diego, CA, USA). Le ZM241385 (4-(2-[7-arnino-2-{2-
furyl} { 1,2,4 }triazolo{2,3-a} { 1,3,5}triazin-5-yl-arnino]ethyl)phenol) nous a été 
généreusement donné par le Dr Simon M. Poucher (Zeneca pharm., U.K.) 
2.6. ANALYSE DES DONNÉES 
Les valeurs d'ECso des différents agonistes ont été calculées à l'aide du logiciel 
MicrocalTM (Microcal Software, MA, U.S.A.) suivant la formule: 
Réponse = ( Emax X!1 ) / (EC50 ° + X° ) [2] 
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où X est la concentration de la substance pharmacologique, Emax est la réponse maximale 
et n est le coefficient de Hill. Les valeurs des constantes de dissociation des antagonistes 
(Ki) ont été déterminées par la modification de la nul/ method décrite par Lazareno & 
Roberts, 1987 et aussi utilisée par d'autres groupes de recherche (Hemandez et al., 1993; 
Peakman & Hill, 1994; Alexander et al., 1996; Cooper et al., 1997). En résumé, une 
courbe concentrations-réponses avec l'agoniste NECA est produite et la concentration (C 
= 1 OµM) de NECA est utilisée puisqu'elle est plus grande que l'EC50 déterminé pour cet 
agoniste. La concentration d'antagoniste (IC50) nécessaire pour diminuer de moitié la 
réponse produite par le NECA (lOµM) est alors déterminée à l'aide du logiciel 
MicrocalTM. Ensuite, une concentration (C'), produisant une réponse équivalante à la 
moitié de celle produite par la concentration C en absence d'antagoniste, est déterminée. 
L'affinité apparente peut être alors calculée suivant la relation: 
C/C' = (ICso I Kï) + 1 [3] 
Les valeurs des différents pA2 (-log Kï) peuvent ainsi être calculées. 
Toutes les valeurs représentent la moyenne ± s.e.m. de n expériences 
indépendantes effectuées en simplicata. Lorsque nécessaire, une analyse statistique est 
effectuée en utilisant le test d'analyse de variance (ANOV A) suivi d'un post test 
Bonferroni ou Dunnet selon le cas. 
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RÉSULTATS 
3.1. PRODUCTION/SÉCRÉTION D'irET. 
3.1.1. Production/sécrétion d'irET par les cellules épithéliales de la trachée de 
cobaye en culture. 
Les cellules épithéliales de la trachée de cobaye produisent et sécrètent 
uniquement la forme ET-1 de la famille des endothélines (Laporte et al., 1996; Yang et 
al., 1997) Cette ET-1 peut être mesurée dans le surnageant de cellules en culture. La 
figure 5 montre que les cellules épithéliales de la trachée de cobaye produisent et 
sécrètent l'ET-1 de façon constitutive et constante pour une durée d'au moins 24 heures. 
Suite à une incubation de 24 heures, la production/sécrétion de l'ET-1 atteint 953 5 ± 483 
pg/mg de protéines totales, soit 15 fois celle observée après 1 h. 
3.2. RÔLE DE LA PGE2 SUR LA PRODUCTION/SÉCRÉTION DE 
L'ENDOTHÉLINE-1 ET SUR LA FORMATION D'AMP CYCLIQUE PAR 
L'ÉPITHÉLIUM DES VOIES AÉRIENNES 
3.2.1. Effet de la prostaglandine E2 sur la production/sécrétion d'endothélioe -1 par 
les cellules épithéliales de la trachée de cobaye. 
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La production/sécrétion de l'ET-1 par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye est 
influencée par la présence de la prostaglandine E2. La prostaglandine E2 (1 X 10-
10 à Il X 
10-4 M) diminue la production/sécrétion d'ET-1, en fonction de la concentration utilisée, 
par les cellules en culture (figure 6). Une diminution significative de la production d'E'T-1 
est observée lorsque les cellules sont soumises à des concentrations de 1X10-7 à 1 X •04 
M de PGE2 diminuant ainsi le niveau de production/sécrétion basale de 18%, 31 %, 4:5% 
et 41 %. La valeur de l'IC50,déterminée pour cet effet inhibiteur de la PGE2 sur la 
production d'ET-1, est de 2.71X10-7 ± 2.07 X 10-7 M (pD2 = 6.6 ± 0.3) (Tableau 3). 
3.2.2. Effet de la prostaglandine E2 sur la formation d'AMP cyclique par les cellmles 
épithéliales de la trachée de cobaye. 
Dans plusieurs tissus et cultures cellulaires, l'effet de la PGE2 est relayé par la 
génération d'AMP cyclique (Smith et al., 1984; Noland et al., 1992; de Brum-Femandes 
et al., 1996) ou par son inhibition (Sonnenburg & Smith, 1988; Sonnenburg et al., 199•0). 
Au niveau des cellules épithéliales en culture, nos résultats montrent que la PGE2 stim111le 
la formation d'AMP cyclique et ce, en fonction de la concentration et du ten:lps 
d'incubation de la PGE2 (figure 7). La PGE2 (1 µM) augmente de façon significative: la 
conversion de l'[3H]-ATP en [3H]-AMP cyclique suite à une stimulation d'au moins; 5 
minutes. L'augmentation de la conversion est observée durant 60 minutes et .est 
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Figure 5. Production et sécrétion basale d'irET par les cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye. Les cellules épithéliales sont 
incubées à 37°C en présence de milieu de culture frais durant 1, 3, 
6 et 24 heures et les niveaux d'irET sont mesurés tel qu'indiqué 
dans la section matériel et méthodes. Chaque point représente la 
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Figure 6. Effet de la prostaglandine E 2 sur la 
production/sécrétion basale d'irET par les cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye. Les cellules sont 
incubées 24 heures à 37°C en absence (Témoin) ou en 
présence de concentrations croissantes de PGE2 (1X10-10 à 
1X10-4 M) et les niveaux d'irET sont mesurés tel qu'indiqué 
dans la section matériel et méthodes. Chaque colonne 
représente la moyenne ± l'erreur-type de 4 à 12 
déterminations faites sur différentes préparations cellulaires 
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Figure 7. Effet de la prostaglandine E2 sur la génération d'AMP cyclique par les 
cellules épithéliales de la trachée de cobaye. a: Les cellules sont préincubées 15 
min. en présence de 1 mM IBMX (inhibiteur de phosphodiesterase lv et V) et 
ensuite stimulées en présence (cercles ouverts) ou en absence (triangles ouverts) 
PGE2 (1X1 o-s M) pour des durées de 5, 15, 30, 60 et 150 min. avant l'évaluation 
du pourcentage de conversion de I' rH]- ATP en rHJ-AMP cyclique tel qu'indiqué 
dans la section matériel et méthodes. Chaque point représente la moyenne ± 
l'erreur-type de 4 déterminations faites sur différentes préparations cellulaires. b: 
Les cellules sont pré-incubées 15 min. en présence de 10 µM Rolipram (un 
inhibiteur sélectif de la phosphodiesterase IV) et ensuite stimulées avec des 
concentrations croissantes de PGE2 (1X10-9 M à 1x10-4 M) durant 15 minutes et 
l'évaluation du pourcentage de conversion de I' rH]- ATP en [3 H]-AMP cyclique 
est faite tel qu'indiqué dans la section matériel et méthodes. Chaque point 
représente la moyenne± l'erreur-type de 4 déterminations faites sur différentes 
préparations cellulaires. 
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TABLEAU 3. EC50 et IC50 de l'effet inhibiteur sur la production et la sécrétion 
d'ET-1 et la formation d'AMP cyclique de la prostaglandines Ez. 
Inhibition de la production d'ET-1 




(6.57 ± 0.25) 
ECso{/MJ 
() D:z) 
l.3 ± l.9 
(5.9 ±0.2) 
Les valeurs représentent la moyenne ± s.e.m. de 4 à 8 déterminations faites à partir de 
préparations cellulaires différentes. 
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sont suffisantes pour observer les effets de la prostaglandine E2 sur la formation d'AMP 
cyclique, ce temps sera utilisé dans les essais subséquents. 
Des concentrations croissantes de PGE2 (1 X 10-s à 1 X 104 M) stimulent de 
façon significative la conversion de l'[3H]-ATP en [3H]-AMP cyclique et l'effet maximal 
tend à être obtenu à une concentration de lOOµM où l'on observe une réponse de 5.02 ± 
0.90 % de conversion comparativement à 0.41 ± 0.03 % pour la mesure du niveau basal 
(figure 7 B). La valeur du pD2 pour la PGE2 sur la formation d'AMP cyclique est de 5.9 ± 
0.2 (tableau 3). 
3.3. CARACTÉRISATION DU RÉCEPTEUR AUX PROSTAGLANDINES 
RESPONSABLE DE L'AUGI\fENTATION D'AMP CYCLIQUE ET DE LA 
DIMINUTION DE LA PRODUCTION/SÉCRÉTION D'ET-1 AU NIVEAU DES 
CELLULES ÉPII HÉLIALES DE LA TRACHÉE DE COBAYE 
3.3.1. Effet des prostaglandines sur la génération d'AMP cyclique par les cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye en culture. 
Tel que mentionné dans l'introduction, la caractérisation des récepteurs aux 
prostaglandines se fait par la détermination de l'ordre de puissance des agonistes naturels 
et par l'utilisation d'agonistes et d'antagonistes synthétiques. Nos résultats montrent que la 
PGE2 est la seule prostaglandine à exercer un effet stimulateur sur la formation d'AMP 
cyclique par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye, tandis que la PGD2, la PGF2a. 
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et l'Iloprost, un analogue stable de la prostacycline, semblent incapables de stimuler 
l'adénylyl cyclase (Figure 8). 
3.3.2. Effets des analogues synthétiques de la PG~ sur la génération d' AMP 
cyclique par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye en culture. 
Afin d'identifier le récepteur responsable de l'augmentation d'AMP cyclique par 
les cellules épithéliales de la trachée de cobaye, cinq analogues de la PGE2, possédant 
différents degrés de sélectivité, ont été utilisés. La PGE2 (non sélecti( Tableau 1) stimule 
la production d'AMP cyclique et est le plus puissant des agonistes utilisés (figure 9). 
L'agoniste sélectif EP1, l'Iloprost, et l'agoniste sélectif EP2, le butaprost, ne montrent 
aucun effet stimulateur sur la formation d'AMP cyclique par les cellules en culture, même 
à des concentrations allant jusqu'à 10 µM (figure 9). L'agoniste non sélectif EP1/EP3, le 
16,16-dimethyl PGE2, et l'agoniste EP2, le 11-deoxy PGE1, à des concentrations allant de 
lXl0-7 à lXl0-4 M, stimulent la formation d'AMP cyclique, mais ils sont moins puissants 
que la PGE2. L'ordre de puissance des différents analogues utilisés est PGE2 > 16, 16-
dimethyl PGE2 > 11-deoxy PGE1 >>> Butaprost, Iloprost (Figure 9; pour l'iloprost, 
figure 8). 
Figure 8. Effet des différentes prostaglandines naturelles sur la 
génération d'AMP cyclique par les cellules épithéliales de la 
trachée de cobaye. Les cellules sont préincubées 15 min. en 
présence de 10 µM Rolipram (un inhibiteur sélectif de la 
phosphodiesterase IV) et ensuite stimulées avec des 
concentrations croissantes (1X10·10 M à 1x10..s M) de PGD2 
(Carrés ouverts), de PGE2 (cercles ouverts), de PGFar. (triangles 
ouverts) et d'lloprost (un analogue stable de la prostacycline, 
PGl21 cercle fermés) durant 15 minutes et l'évaluation du 
pourcentage de conversion de I' [3H]- ATP en [3H]-AMP cyclique 
est faite tel qu'indiqué dans la section matériel et méthodes. Les 
résultats sont exprimés en pourcentages de la réponse obtenue 
par 1 O µM de PGE2• Chaque point représente la moyenne ± 
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Figure 9. Effet de la PGE2 et de différents analogues sur la 
génération d'AMP cyclique par les cellules épithéliales de la 
trachée de cobaye. Les cellules sont préincubées 15 min. en 
présence de 10 µM Rolipram (un inhibiteur sélectif de la 
phosphodiesterase IV) et ensuite stimulées avec des 
concentrations croissantes (1X10-10 M à 1 X1 o..s M) de PGE2 
(cercles ouverts), de butaprost (un agoniste sélectif du 
récepteur EP:z. carrés ouverts), de 16, 16-diméthyl PGE2 
(triangles fermés, 1X10-1 à 1X10"" M) et de 11-deoxy PGE, 
(losanges fermés, 1x10-1 à 1X10"" M) durant 15 minutes et 
l'évaluation du pourcentage de conversion de I' [3H]- ATP en 
[ 3H]-AMP cyclique est faite tel qu'indiqué dans la section 
matériel et méthodes. Les résultats sont exprimés en 
pourcentages de la réponse obtenue par 1 O µM de PGE2. 
Chaque point représente la moyenne ± l'erreur-type de 4 à 8 
déterminations faites sur différentes préparations cellulaires. 
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3.3.3. Effet des antagonistes sélectifs EP4, le AH23848B et le AH22921X, sur la 
génération d' AMP cyclique induite par la PG~. 
Comme le butaprost, un agoniste sélectif EP2, est inefficace afin de stimuler la 
génération d' AMP cyclique par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye, la 
présence de ce type de récepteur fut écarté. Par contre, la présence de récepteurs EP 4 
restait à examiner. Pour se faire, deux antagonistes sélectifs EP 4, soit le AH23 848B et le 
AH22921X (Coleman et al., 1994) furent utilisés. L'antagoniste sélectif EP4, le 
AH23848B, à des concentrations de 10 et de lOOµM inhibe la formation d'AMP cyclique 
induite par la PGE2, en fonction de la concentration utilisée (figure 1 OA). En présence 
d'AH23848B, la courbe concentrations-réponses de la PGE2 est déplacée vers la droite. 
Puisque l'effet maximal de la courbe concentrations-réponses en présence de l'antagoniste 
n'est pas atteint, les valeurs du pA2 et la constante de dissociation de cet antagoniste n'ont 
pu être déterminées. 
Des résultats semblables ont été observés lorsque le AH22921X a été utilisé. Cet 
agent pharmacologique, à des concentrations de 10, 50 et 1 OO µM, déplace la courbe 
concentrations-réponses de la PGE2 vers la droite en fonction de la concentration 
d'antagoniste utilisée (Figure lOB). Puisque l'effet maximal de la courbe concentrations-
réponses en présence de l'antagoniste n'est pas atteint, la valeur du pA2 et la constante de 
dissociation de cet antagoniste n'ont pu être déterminées. 
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3.3.4. Etret du AH6809 sur la génération d' AMP cyclique induite par la PG~. 
Le AH 6809 est un antagoniste des récepteurs EP1 et DP (Coleman et al., 1987; 
Keery & Lumley, 1988). Récemment, il a été démontré que cet agent possédait une 
action antagoniste sur la génération d'AMP cyclique induite par la PGE2 sur des cellules 
COS-7 exprimant le récepteur EP2 humain (Woodward et al., 1995). Puisque l'Iloprost 
(agoniste EP1) et la PGD2 sont inefficaces pour stimuler la formation d'AMP cyclique sur 
les cellules épithéliales de la trachée de cobaye (Figure 8 et 9), [e AH6809 est alors utilisé 
comme antagoniste du récepteur EP2. Une concentration de 10 µM de cet agent 
pharmacologique produit un déplacement de 3 0 fois la courbe concentrations-réponses de 
la PGE2 en absence d'antagoniste au niveau des cellules COS-7 exprimant le récepteur 
EP2 (Woodward et al., 1995)) 
Les résultats présentés à la figure 11 montrent que le AH 6809 (10 µM) est 
inefficace pour diminuer la génération d' AMP cyclique induite par la PGE2 sur les cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye. Au contraire, la présence d'AH6908 semble 
légèrement augmenter la génération d'AMP cyclique induite par la PGE2, mais les deux 
courbes ne sont pas significativement différentes. 
3.3.5. Effet du AH23848B sur l'effet inhibiteur de la PGE2 sur la production d'ET-1 
L'incubation des cellules épithéliales de la trachée de cobaye en présence du 
AH23848B (10, 50 et 100 µM) mène à une inhibition de la production/sécrétion d'irET 
a b 
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Figure 10. Effet du AH23848 et du AH22921X sur la génération d'AMP cyclique 
induite par la PGE2 sur les cellules épithéliales de la trachée de cobaye_ Les 
cellules sont préincubées 15 min. en présence de 10 µM Rolipram (un inhibiteur 
sélectif de la phosphodiesterase IV) et a) en présence (triangles fermés: 1 O µM, 
losanges fermés: 100 µM) ou en absence (cercles ouverts) de AH238488 et b) 
en présence (losange fermés: 1 O µM, triangles ouverts: 50 µM et triangles 
fermés: 100 µM) ou en absence (cercles ouverts) de AH22921X ensuite 
stimulées avec des concentrations croissantes (1X10-10 M à 1x10.s M) de PGE2 
durant 15 minutes et l'évaluation du pourcentage de conversion de I' [3H]- ATP en 
[ 3H]-AMP cyclique est faite tel qu'indiqué dans la section matériel et méthodes. 
Chaque point représente la moyenne ± l'erreur-type de 3 à 8 déterminations 
faites sur différentes préparations cellulaires. 
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Figure 11. Effet du AH6809 sur la génération d'AMP 
cyclique induite par la PGE2.Les cellules sont préincubées 
15 min. en présence de 10 µM Rolipram (un inhibiteur 
sélectif de la phosphodiesterase IV) et en présence 
(triangles fermés) ou en absence (cercles ouverts) de 10 µM 
de AH6809 et ensuite stimulées avec des concentrations 
croissantes (1X1Q-a M à 1X10""' M) de PGE2 durant 15 
minutes et l'évaluation du pourcentage de conversion de I' 
[ 3H]- ATP en [3H]-AMP cyclique est faite tel qu'indiqué dans 
la section matériel et méthodes. Chaque point représente la 
moyenne ± l'erreur-type de 8 déterminations faites sur 
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Figure 12. Effet du AH238488 sur la production/sécrétion d'irET 
par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye. Les cellules 
épithéliales en culture sont incubées 24 heures à 37°C en 
absence {Témoin) ou en présence (AH) de concentrations 
croissantes (10, 50et 100 µM) de AH238488 et les niveauxd'irET 
sont mesurés tel qu'indiqué dans la section matériel et méthodes. 
Chaque colonne représente la moyenne ± l'erreur-type de 4 
déterminations faites sur différentes préparations cellulaires 
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Figure 13. Effet du AH23848B sur l'inhibition de la 
production/sécrétion d'irET induite par la PGE2. Les cellules 
épithéliales de la trachée de cobayes sont incubées en 
présence (P) ou en absence (Témoin) de PGE2 (1 µM) et/ou de 
AH238488 (10 µM) durant 24 heures à 37°C et les niveaux 
d'irET sont mesurés tel qu'indiqué dans la section matériel et 
méthodes. Chaque colonne représente la moyenne ± 
l'erreur-type de 4 déterminations faites sur différentes 
préparations cellulaires (* P < 0.05, - P < 0.01 ). 
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en fonction de la concentration utilisée. A faible concentration (10 µM), la production 
d'ET-1 par l'épithélium demeure inchangée. Par contre, à fortes concentrations (50 et 100 
µM), nos résultats montrent une inhibition significative de la production/sécrétion d'ET-1 
par l'épithélium (figure 12). La production/sécrétion de l'ET-1 est inhibée de façon 
significative par l'incubation des cellules épithéliales de la trachée de cobaye en présence 
de la PGE2 ( 1 µM) durant 24 heures. Cet effet est entièrement renversé par la présence 
de l'antagoniste sélectifEP4, le AH23848B, à une concentration de IO µM faisant passer 
les niveaux de production/sécrétion du peptide de 5914 ± 478 (en présence de PGE2 
seule) à 8972 ±480 (PGE2 (1 µM + AH23848B 10 µM) (figure13). 
3.4. RÔLE DE L'ADÉNOSINE SUR LA PRODUCTION/SÉCRÉTION D'ET-1 ET 
SUR LA FORMMATION D'AMP CYCLIQUE PAR L'ÉPfl'HÉLIUM DES 
VOIES AÉRIENNES 
3.4.1. Effet de l'adénosine sur la production/sécrétion d'irET par les cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye. 
La production/sécrétion d'irET par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye 
est inhibée en présence d'adénosine. La présence d'adénosine (IXl0-8 à lXI0-3 M) durant 
24 heures diminue la production/sécrétion basale d'irET par les cellules en culture en 
fonction de la concentration utilisée. Une diminution significative des niveaux d'irET est 





CU 12000 .... 
0 .... 
U) 
Q) 10000 c: 
tu~ 








0 Témoin -8 -6 -5 -4 -3 
Traitements 
Figure 14. Effet de l'adénosine sur la production/sécrétion 
d'irET par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye en 
culture. Les cellules sont incubées 24 heures à 37°C en 
absence (Témoin) ou en présence de concentrations 
croissantes d'adénosine (1X1Q.a à 1X10-3 M) et les niveaux 
d'irET sont mesurés tel qu'indiqué dans la section matériel et 
méthodes. Chaque colonne représente la moyenne ± 
l'erreur-type de 4 à 12 déterminations faites sur différentes 
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Figure 15. Effet de l'adénosine sur la génération d'AMP 
cyclique par les cellules épithéliales de la trachée de 
cobaye. Les cellules sont préincubées 15 min. en 
présence de 1 O µM Rolipram (un inhibiteur sélectif de la 
phosphodiesterase IV) et ensuite stimulées avec des 
concentrations croissantes d'adénosine ( 1X1 o.s M à 
1x1Q-3 M) durant 5 minutes et l'évaluation du 
pourcentage de conversion de I' [3H]- A TP en [3H]-AMP 
cyclique est faite tel qu'indiqué dans la section matériel 
et méthodes. Chaque point représente la moyenne ± 




TABLEAU 4. EC50 et IC50 de l'effet inhibiteur et stimulateur de l'adénosine sur la 
production et la sécrétion d'ET-1 et la formation d'AMP cyclique. 
Inhibition de la production d'ET-1 









Les valeurs représentent la moyenne ± s.e.m. de 4 à 8 déterminations faites à partir de 
préparations cellulaires différentes. 
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inluoitions de 30, 38 et de 38% respectivement (Figure 14). La valeur du pD2 déterminée 
pour cet effet inhibiteur de l'adénosine est de 5.9 ± 0.3 (Tableau 4). 
3.4.2. Effet de l'adénosine sur la génération d'AMP cyclique par les cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye en culture. 
La génération d'AMP cyclique par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye 
en culture est augmentée par la présence d'adénosine. En présence de Rolipram (lOµM) 
le pourcentage de conversion de l'[3H]-ATP en [3H]-AMP cyclique par les cellules 
épithéliales est de 0,068 ± 0.003 %. Suite à une stimulation des cellules par des 
concentrations croissantes d'adénosine (lXl0-7 à lXl0-3 M), le pourcentage de 
conversion de l'[3H]-ATP en [3H]-AMP cyclique est augmenté de manière dépendante de 
la concentration utilisée (Figure 15). Une augmentation significative est observée à des 
concentration de lXl0-6 à lXl0-3 M où le pourcentage de conversion passe de 0.093 ± 
0.001 à 0.195 ± 0.037 %, soit une augmentation du triple par rapport au niveau obtenu 
en présence de Rolipram (10 µM) seul. La valeur du pD2 déterminé pour cet effet 
stimulateur de l'adénosine sur la production d'AMP cyclique est de 5.0 ± 0.1 (Tableau 4) 
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3.5. CARACTÉRISATION DU RÉCEPTEUR À L'ADÉNOSINE RESPONSABLE 
DE L'AUGMENTATION D'AMP CYCLIQUE ET DE LA DIMINUTION DE LA 
PRODUCTION/SÉCRÉTION D'ET-1 AU NIVEAU DES CELLULES 
ÉPITHÉLIALES DE LA TRACHÉE DE COBAYE. 
3.5.1. Effets de l'adénosine et des analogues de l'adénosine sur la génération d'AMP 
cyclique par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye en culture. 
L'adénosine, le 2-Cl-Adénosine (2CADO) et l'agoniste A2 non-sélecti( le NECA 
(lXl0-7 à lXl0-3 M), stimulent la génération d'AMP cyclique par les cellules épithéliales 
de la trachée de cobaye et les effets maximaux de ces trois agonistes sont observés aux 
concentrations de lXl0-5, 1Xl04 et lXl0-3 M, respectivement. À l'opposé, l'agoniste 
sélectif A2A, le CGS21680 (lXl0-6 à 1Xl04 M), est complètement inefficace à stimuler la 
génération d'AMP cyclique (Figure 16). L'ordre de puissance de ces agonistes sur la 
génération d'AMP cyclique est: NECA > adénosine ~ 2CADO >>> CGS21680 
(inefficace). L'activité intrinsèque de l'adénosine et du 2CADO à stimuler la génération 
d'AMP cyclique, représente respectivement 75 ± 3 % et 61 ± 9 % celle du NECA. Les 
valeurs de pD2 apparentes de l'adénosine, du 2CADO et du NECA sont de 5.0 ± 0.1, 4.9 
± 0.4 et de 5.4 ± 0.1 respectivement (Tableau 5). 
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Figure 16. Effet de l'adénosine et des analogues de 
l'adénosine sur la génération d'AMP cyclique par les cellules 
épithéliales de la trachée de cobayes. Les cellules sont 
préincubées 15 min. en présence de 1 O µM Rolipram (un 
inhibiteur sélectif de la phosphodiesterase IV) et ensuite 
stimulées avec des concentrations croissantes d'adénosine 
(carrés ouverts, 1x10.a M à 1x1Q-3 M), de NECA (cercles 
fermés, 1X10·7 à 1X10-3 M), de 2-CADO (triangles fermés, 
1x10-1 à 1X1Q-3 M) ou de CGS21680 (losanges ouverts, 
1X10-7 à 1X104 M) durant 5 minutes et l'évaluation du 
pourcentage de conversion de 1' ( 3H]- ATP en [ 3H]-AMP 
cyclique est faite tel qu'indiqué dans la section matériel et 
méthodes. Les résultats sont exprimés en pourcentages de la 
réponse obtenue par 1 OO µM d'adénosine. Chaque point 
représente la moyenne ± l'erreur-type de 4 à 12 
déterminations faites sur différentes préparations cellulaires. 
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TABLEAU 5. Puissance et activité intrinsèque des différents analogues de l'adénosine sur les récepteurs A2e• 
Cellules épithéliales Cortex cérébral HEK293 CHO.A284 ce//s NIH 3T3 
(Cobaye) (Cobaye)2 (Homme/ (Homme)1 (Souris/ 
Agonistes Puissance Réponse Puissance Réponse Puissance Réponse Puissance Réponse Puissance Réponse 
(pDi) maximale (pDi) maximale (pDi) maximale (pDi) maximale (pDi) 
(%JOOµM (°AJOOµM (°AJOOµM 
NECA) NECA) NECA) 
NECA 5.4 ± 0.2 100 % 5.91 100% 5.24 100% 5,91 100% 6.33 
2-CADO 4.9 ± 0.4 61±9 %'!' 4.35 97% 4.41 75% 5.27 61 % 5.36 
Adénosine 5.0 ± 0.1 75 ±3 % .. 3.99 71 % 4.19 79% 5.69 32% 
CGS21680 inactif inactif inactif inactif inactif inactif inactif inactif inactif 
Les valeurs représentent la moyenne± s.e.m. de 4 à 8 déterminations faites à partir de préparations cellulaires différentes. 
'l'p < 0.01, .. P < 0.001 vs NECA 
1 Alexander et al., (1996) 
2 Alexander et al., (1994) 
3 Cooper et al., (1997) 







3.5.2. Effet des antagonistes des récepteurs à l'adénosine sur la génération d'AMP 
cyclique par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye en culture induite par le 
NECA. 
L'effet stimulateur du NECA (à une concentration sous-maximale, mais plus 
grande que l'EC50) sur la formation d'AMP cyclique est inhibé par la présence 
d'antagonistes sélectifs et non-sélectifs des récepteurs à l'adénosine, soit le XA.C (non-
sélectif Ai, A2A et A2B), le CGS 15943 (non-sélectif A2A, A2B), le DPCPX (sélectif A1), le 
ZM2413 85 (sélectif A2A) et le 3-n-propylxanthine (sélectif A2B) (Figure 17 A). L'ordre de 
puissance de ces antagonistes sur la génération d'AMP cyclique induite par le NECA est: 
XAC > CGS15943 > ZM241385 > DPCPX >> 3-n-propylxanthine. Les valeurs des pA2 
apparents de ces antagonistes sont de 7.9 ± 0.2, 7.2 ± 0.3, 6.7 ± 0.1, 6.5 ± 0.3 et de 4.3 
± 0.1 respectivement (Tableau 6). L'aminophylline possède un ICso plus grand que 100 
µM ce qui rend particulièrement difficile !a détermination de son pA2 apparent au niveau 
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Figure 17. Effet des différents antagonistes des récepteurs à 
l'adénosine sur la génération d'AMP cyclique induite par le 
NECA. a: Les cellules sont préincubées 15 min. en présence de 
10 µM Rolipram (un inhibiteur sélectif de la phosphodiesterase 
IV) et en présence de concentrations croissantes de XAC 
(Cercles fermés, 1x10-e à 1x10.s M), CGS15943 (carrés 
ouverts, 1x10-e à 1x10.s M), 3-n-propylxanthine (triangles 
fermés, 1x10-e à 1x10.s M), DPCPX (losanges ouverts,1x10.a à 
1x10.sM) et le ZM241385 (triangles inversés et fermés, 1x10.a à 
1x10.s M) et ensuite stimulées avec 10 µM de NECA durant 5 
minutes. et l'évaluation du pourcentage de conversion de I' 
[ 3H]-ATP en [ 3H]-AMP cyclique est faite tel qu1indiqué dans la 
section matériel et méthodes. Les résultats sont exprimés en 
pourcentages de la réponse obtenue par 10 µM de NECA. 
Chaque point représente la moyenne± l'erreur-type de 4 à 8 
déterminations faites sur différentes préparations cellulaires. b: 
Corrélation entre les valeurs de pA2 apparents observées sur les 
cellules épithéliales de la trachée de cobaye et celles observées 
au niveau du cortex cérébral de cobaye. c: comparaison entre 
les valeurs des pA2 apparents déterminées au niveau des 
cellules épithéliales de la trachée de cobaye et celles observées 
dans les cellules humaines HEK293. 
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TABLEAU 6. Valeurs des pA2 apparents sur les récepteurs A2B• 
Cellules épithéliales Cortex cérébrale CHO.A 284 cel/s HEK 293 NIH 3T3 
(Cobaye) (Cobaye) (Humain) (Humain) (souris) 
Antagonistes 
XAC 7.9±0.2 7.462 7.891 7.743 8.194 
CGS15943 7.2 ± 0.3 7.331 7.751 7.793 
3-n-propylxanthine 4.3 ± 0.1 4.591 4.631 5.133 
DPCPX 6,5 ± 0.3 6.91 1 7.161 7.013 7.764 
ZM241385 6.7 ± 0.1 
Les valeurs représentent la moyenne± s.e.m. de 4 à 8 déterminations faites à partir de préparations cellulaires différentes. 
1 Alexander et al., ( 1997) 
2 Alexander et al., ( 1994) 
3 Cooper et al., (1997) 
4 Brackett et al., (1994) 
pA2 du ZM241385 observé sur d'autres préparation exprimant le récepteur A28. 
pA2 = 5.95, Oreillette de cobaye (Poucher et al., 1995) 
= 7.06, Aorte de cobaye (Poucher et al., 1995) 
= 5.69, Cortex de rat (essai de liaison) (Poucher et al., 1995) 
pA2 du ZM241385 observé sur d'autres préparations exprimant le récepteur A2A 
pA2 = 9.52, rat PC12 (essai de liaison) (Poucher et al., 1995) 
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Figure 18. Effet de puissants antagonistes des récepteurs à l'adénosine sur l'inhibition de la 
production/sécrétion d'irET induite par l'adénosine. Les cellules épithéliales de la trachée de 
cobaye sont incubées 24 heures à 37°C en absence (colonnes ouvertes) ou en présence 
(colonnes hachurées) d'adénosine (1X10-4 M) et en absence (Témoin) ou en présence de 
concentrations croissantes de a: XAC (1x10..e à 1X104 M), et b: CGS15943 (1x10-e à 1X104 M), 
et les niveaux d'irET sont mesurés tel qu'indiqué dans la section matériel et méthodes. Chaque 
colonne représente la moyenne ± l'erreur-type de 4 déterminations faites sur différentes 
préparations cellulaires (*P < 0.05, ** P < 0.01) 
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3.5.3. Effets du XAC et du CGS15943 sur l'inhibition de la production/sécrétion 
d'ET-1 par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye en culture induite par 
ladénosine. 
Puisque le XAC et le CGS 15943 sont les deux antagonistes les plus puissants 
(Tableau 8, Figure 17 A) et qu'il existe une étroite corrélation entre la formation d'AMP 
cyclique et l'inhibition de la production/sécrétion d'ET-1 (Figure 22B), ces deux 
antagonistes ont été utilisés afin de contrer l'effet inhibiteur de l'adénosine sur la 
production/sécrétion de l'ET-1 par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye. De 
plus, le XAC et le CGS 15943 ont été utilisés afin de s'assurer que l'effet inhibiteur de 
l'adénosine sur la production/sécrétion d'ET-1 par les cellules épithéliales de la trachée de 
cobaye soit dû à l'activation d'un récepteur à l'adénosine et non à un effet non spécifique 
de ce composé. Les résultats présentés à la figure 18 montrent que l'incubation des 
cellules en présence de XAC (lXl0-9 M à 1Xl04 M, Figure ISA) et le CGS 15943 
(lXl0-9 à 1Xl04 M, Figure 18B) renversent totalement l'effet inhibiteur de l'adénosine à 
de fortes concentrations (1Xl04 M). 
3.5.4. Autres récepteurs à l'adénosine 
Comme l'adénosine produit ses effets via plusieurs types de récepteurs, nous 
avons entrepris de déterminer s'il y avait présence d'autres récepteurs à l'adénosine sur 
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Figure 19. Identification d'un récepteur A ~ sur l'épithélium de la 
trachée de cobaye en culture. Les cellules sont préincubées 15 min. 
en présence de 10 µM Rolipram (un inhibiteur sélectif de la 
phosphodiesterase IV) et d'adénosine déaminase (ADA, 1,5 U/ml) 
ensuite stimulées avec 10 µM de CGS21680 ou 10 µM forskolin durant 
5 minutes et l'évaluation du pourcentage de conversion de I' [3H]- ATP 
en [ 3H]-AMP cyclique est faite tel qu'indiqué dans la section matériel 
et méthodes. Chaque point représente la moyenne± l'erreur-type de 4 
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Figure 20. Identification d'un récepteur A 1 sur l'épithélium de la 
trachée de cobaye en culture. Les cellules sont préincubées 15 
min. en présence de 10 µM Rolipram (un inhibiteur sélectif de la 
phosphodiesterase IV) (Témoin) et d'adénosine déaminase (ADA, 
1 ,5 U/ml) et ensuite stimulées ou non avec 10 µM de forskolin ou 
en présence de forskolin et de CPA (+CPA 1x10.a et 1X10·1 M) 
durant 5 minutes et l'évaluation du pourcentage de conversion de I' 
[3H]- ATP en [3H]-AMP cyclique est faite tel qu'indiqué dans la 
section matériel et méthodes. Chaque point représente la moyenne 




l'inhibition de l'adénylyl cyclase (Van Calker et al., 1978; Londos et al., 1980a; 
Freissmuth et al., 1991; Munshi et al., 1991), nous avons tenté de déterminer sa présence 
au niveau des cellules épithéliales. Pour ce faire, l'agoniste sélectif Ai, le CPA, a été 
utilisé et son effet sur la génération d' AMP cyclique induite par la forskolin a été évalué. 
De plus, afin de s'assurer que l'adénosine endogène n'influence ou ne camoufle ce 
récepteur, nous avons utilisé l'adénosine déaminase dans ces essais. D'abord, nos résultats 
montrent que la présence d'adénosine déaminase (ADA, 1.5 U/ml) inhibe la génération 
basale d'AMP cyclique de 15% (0.190 ± 0.008 % vs 0.160 ± 0.009 %) comparativement 
aux valeurs observées en l'absence d'adénosine déaminase. En présence de forskolin (10 
µM) et d'adénosine déaminase (1,5 U/ml), la génération d'AMP cyclique par les cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye est quadruplée, passant de 0.160 ± 0.009 à 0.619 ± 
0.058 % de conversion. La présence de l'agoniste sélectif Ai (CPA) à des concentrations 
de 1 X 10·7 et 1 X 10-6 M (concentrations maximales sur le récepteur Ai à l'adénosine 
(Alexander et al., 1994a)) amplifie la génération d'AMP cyclique induite par la forskolin 
(100 %)proportionnellement à la concentration de forskolin utilisée, soit de 104 ± 4% et 
124 ± 6% (figure 20). 
Afin de nous assurer que le récepteur A2A ne soit pas camouflé par la présence 
d'adénosine endogène, les essais utilisant l'agoniste sélectif A2A ont aussi été faits en 
présence d'adénosine déaminase. Nos résultats montrent que l'agoniste sélectif A2A, le 
CGS21680 (10 µ.M, concentration maximale sur le récepteur A2A ), est sans effet sur la 
génération d'AMP cyclique lorsque les cellules sont prétraitées avec l'adénosine 
déaminase (figure 19). 
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Figure 21. Effet de l'adénosine sur la production/sécrétion 
stimulée d'irET par les cellules épithéliales de la trachée de 
cobaye. Les cellules épithéliales sont mises en présence (LPS) ou 
en absence (Témoin) de LPS (10 µg/ml) durant 24 heures à 37°C 
et stimulées avec des concentrations croissantes d'adénosine 
(1X10-a à 1X10-4 M) 30 min. Les niveaux d'irET sont mesurés tel 
qu'indiqué dans la section matériel et méthodes. Chaque colonne 
représente la moyenne de 4 à 12 déterminations faites sur 
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Figure 22. Corrélation entre la formation d'AMP cyclique et l'inhibition de la 
production d'irET par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye. A: 
Corrélation entre l'effet inhibiteur et stimulateur de la PGE2 et B: Corrélation 
entre l'effet stimulateur et inhibiteur de l'adénosine. 
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3.6. EFFET DE L'ADÉNOSINE SUR LA PRODUCTION/SÉCRÉTION d'irET 
STIMULÉE PAR LE LPS. 
Dans des travaux antérieurs, nous avons déjà démontré que la 
production/sécrétion d'irET par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye est 
augmentée en présence d'agents pro-inflammatoires tels que les lipopolysaccharides 
(LPS) et l'interleukine-1~ (Yang et al., 1997; Pelletier et al., 1998). Dans la présente 
étude, nos résultats montrent que la présence de LPS (lOµg/rnl) durant 24 heures stimule 
la production/sécrétion d'irET par les cellules épithéliales en culture d'un facteur 3 (figure 
21). En présence d'adénosine (lXl0-8, lXlO-<> et lXl0-4 M), l'effet stimulateur du LPS 
sur la production d'irET par les cellules épithéliales est renversé en fonction de la 
concentration utilisée. La production stimulée d'irET est presque entièrement renversée 
par l'adénosine à une concentration de 1 X 10-4 M (P< 0.05) tandis qu'à une 
concentration de lXlO-<> et lXl0-8 M, l'adénosine ne produit aucun ou peu d'effet sur la 
production/sécrétion d'irET (figure 21). 
3.7. CORRÉLATION ENTRE LA FORMATION D'AMP CYCLIQUE ET 
L'INHIBITION DE LA PRODUCTION D'ET-1 PAR LA PROSTAGLANDINE E2 
ET L'ADÉNOSINE 
L'effet inhibiteur de la prostaglandine E2 sur la production d'irET et son effet 
stimulateur sur la formation d'AMP cyclique au niveau des cellules épithéliales sont deux 
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phénomènes se produisant à des concentrations relativement semblables. Une droite de 
corrélation entre les deux phénomènes est présentée à la figure 22A En exprimant le 
pourcentage de formation d'AMP cyclique à chacune des concentrations de PGE2 
utilisées en fonction du pourcentage d'inhibition de la production d'ET-1 observé pour 
chacune des concentrations de PGE2 utilisées, une droite de corrélation a été tracée dont 
la pente est de 0,91 et le coefficient de corrélation ( r ) est de 0,95. Dans le cas de 
l'adénosine, des résultats semblables sont observés. Une droite de régression mettant en 
relation les effets inhibiteurs de l'adénosine sur la production/sécrétion d'irET et l'effet 
stimulateur de cette dernière sur la formation d'AMP cyclique possède une pente de 0,96 
et un coefficient de corrélation ( r) de 0,98 (figure 22B). 
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DISCUSSION 
Dans ce mémoire, nous avons entrepris de caractériser les récepteurs de la 
prostaglandine E1 et de l'adénosine qui sont responsables de l'inhibition de la 
production/sécrétion d'ET-1. 
4.1. PRODUCTION/SÉCRÉTION D'irET PAR LES CELLULES ÉPfl'HÉLIALES 
DE LA TRACHÉE DE COBAYE EN CULTURE. 
Les résultats présentés ici indiquent que les cellules épithéliales de la trachée de 
cobaye produisent et sécrètent au moins une des trois isoformes d'endothéline. Cette 
libération se fait de façon constante et est maintenue pour une période d'au moins 24 
heures. De plus, l'isoforme d'endothéline produite et sécrétée par les cellules épithéliales 
de la trachée de cobaye a été analysée par HPLC et reconnue comme étant l'ET-1 (Yang 
et al., 1997). La production et la sécrétion d'endothéline-1 par les cellules épithéliales des 
voies aériennes ont déjà été rapportées par plusieurs groupes de recherche (Walters E.H. 
& Davies, 1982; Black et al., 1989; Vittori et al., 1992; Rennick et al., 1993; Calderon et 
al., 1994; Markewitz et al., 1995; Laporte et al., 1996; Yang et al., 1997). De plus, 
différentes isoformes d'endothélines au niveau de l'épithélium ont été observées et sont 
l'ET-1 et l'ET-3 chez le chien et l'ET-1 chez le cobaye (Walters E.H. & Davies, 1982; 
Black et al., 1989). La production et la sécrétion d'ET-1 ont été observées sur d'autres 
types cellulaires comme les cellules endothéliales de différents lits vasculaires (Durieu-
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. Trautrnan et al, 1993; Prins et al., 1994; Razandi et ail., 1996), les cellules mésangiales 
(Sakamoto et al, 1992), les cellules thyroïdiennes (Varnio et al, 1996) et, finalement, les 
macrophages alvéolaires (Ninomiya et al., 1992). 
4.2. EFFET DE LA PROSTAGLANDINE E2 ET DE L'ADÉNOSINE SUR LA 
PRODUCTION/SÉCRÉTION BASALE D'irE'lT PAR LES CELLULES 
ÉPITHÉLIALES DE LA TRACHÉE DE COBAYE-
L'objectif de la première partie de ce mémoire a été de déterminer les effets de 
deux médiateurs, soit l'adénosine et la PGE2, sur la production/sécrétion d'irET. La PGE2 
est connue comme étant un médiateur bronchoprotecteur, tandis que l'adénosine semble 
être impliquée dans la pathophysiologie de l'asthme (Clmrch et al., 1983; Hughes et al, 
1984; Peachell et al., 1988; Feoktistov & Biaggioni, 1995; Feoktistov & Biaggioni, 1997) 
et la bronchoconstriction (Nyce & Metzger, 1997; Ali e1' al, 1997). 
Nos résultats indiquent que la PGE2 et l'adénosine diminuent la 
production/sécrétion de l'ET-1 en fonction de la concemtration utilisée, suggérant ainsi la 
présence de récepteurs pour la prostaglandine E2 et pour l'adénosine sur les cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye, dont l'une des fâ:>nction pourrait être d'inhiber la 
production d'ET-1. Plusieurs auteurs ont démontré que la production et/ou la sécrétion 
de l'endothéline au niveau de l'épithélium des voies aérie:nnes pouvaient être modulées par 
certains agents tels que les glucocorticoïdes (Calderon ~t al, 1994; Yang et al., 1997) et, 
bien entendu, les inhibiteurs de l'enzyme de conversion de l'endothéline (ECE) (Yang et 
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al., 1997; Pelletier et al., 1998). À l'opposé, certaines cytokines et des stimuli pro-
inflammatoires sont responsables de l'augmentation de la production et de la sécrétion de 
l'ET-1 par l'épithélium (Yang et al., 1997; Pelletier et al., 1998). Jusqu'à présent, aucune 
étude n'a rapporté cet effet inhibiteur de la PGE2 ni de l'adénosine sur la production de 
l'ET-1 par les cellules épithéliales des voies aériennes. Par contre, l'effet inhibiteur de la 
PGE2 sur la production et la sécrétion de l'ET-1 a été observé au niveau des cellules 
endothéliales de l'aorte bovine où cette dernière et la prostacyclin diminuent la 
production/sécrétion de l'ET-1 stimulée par le sérum bovin foetal selon une voie 
dépendante du G.MP cyclique et de la protéine kinase GMP cyclique dépendante (PKG) 
(Prins et al., 1994; Razandi et al., 1996). En ce qui a trait à l'adénosine, son effet sur la 
production/sécrétion d'ET-1 a été rapporté au niveau des cellules thyroïdiennes de rat, 
dans laquelle l'adénosine stimule la production d'ET-1 via l'activation d'un récepteur A1 et 
d'une voie de signalisation impliquant la protéine kinase C (PKC) (Vanio et al., 1996). 
4.3. CARACTÉRISATION DU RÉCEPTEUR DE LA PROSTAGLANDINE ~ 
SUR LES CELLULES ÉPITHÉLIALES DE LA TRACHÉE DE COBAYE. 
4.3.1. Récepteur de la PGE2 au niveau des cellules épithéliales de la trachée de 
cobaye. 
Comme plusieurs des effets inhibiteurs de la prostaglandine E2 sont produits par la 
stimulation d'un ou de plusieurs récepteurs couplés à une protéine régulatrice de type Gs 
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(Coleman et al., 1994), nous avons évalué l'effet de la PGE2 sur la production d'AMP 
cyclique. Nos résultats démontrent que la prostaglandine E2 stimule la formation d'AMP 
cyclique en fonction de la concentration utilisée et du temps. De plus, une étroite 
corrélation est observée entre la formation d'AMP cyclique et l'inhibition de la production 
de l'ET-1 par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye, ce qui suggère que les deux 
phénomènes sont reliés. De plus, une autres étude a permis de mettre en relation 
l'implication de l'AMP cyclique dans l'inhibition de la production/sécrétion d'ET-L Dans 
cette dernière, des analogues de l'AMP cyclique, la Forskolin et des agonistes 13-
adrénergiques inhibent la production d'ET-1 (voir section 4.6 pour plus de détails). 
Puisque nos résultats permettent de mettre en relation la formation d'AMP 
cyclique et l'inhibition de la production/ sécrétion de l'ET -1, la caractérisation du récepteur 
aux prostaglandines responsable de la formation d'AMP cyclique induite par la PGE2 a 
été entreprise. Nos observations démontrent que la PGE2 stimule la formation d'AMP 
cyclique tandis que la PGI2, la PGD2 et la PGF2ct semblent totalement inefficaces aux 
concentrations observées. L'ordre de puissance des agonistes naturels sur la formation 
d'AMP cyclique est: PGE2 >>> iloprost, PGF2a., PGD2. Cet ordre de puissance suggère 
que seul un récepteur de la famille EP est responsable de la formation d'AMP cyclique 
puisqu'aucun autre agoniste naturel ne permet de stimuler la formation d'AMP cyclique 
par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye. Ces observations sont en accord avec 
la classification des récepteurs aux prostaglandines (Coleman et al., 1994). 
Tel que mentionné dans l'introduction, il existe quatre sous-types de récepteurs 
EP. Les récepteurs EP2 et EP 4 sont généralement couplés à une protéine régulatrice de 
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type Gs, ce qui conduit à l'activation de l'adénylyl cyclase (de Bram-Fernandes et al., 
1996; Nishigaki et al., 1996; Murrat & Ashby, 1997). Le récepteur EP1 est généralement 
couplé à une protéine régulatrice de type Gq111 (Creese & Denborough, 1981; Coleman & 
Kennedy, 1985; Coleman et al., 1994) et le récepteur EP3 semble être couplé à plusieurs 
protéines régulatrices G, ce qui permet l'activation de plusieurs seconds messagers (Irie et 
al., 1993; Namba et al., 1993; Breyer et al., 1994; Jon et al., 1997). Afin de distinguer le 
ou les types de récepteurs EP présents sur l'épithélium de la trachée de cobaye, quatre 
analogues de la PGE2, soit le 16,16-dimethyl PGE2, le 11-deox.y PGEi, l'iloprost et le 
butaprost ainsi que la PGE2 ont été utilisés. 
L'ordre de puissance de ces agonistes sur le récepteur couplé de façon positive à 
l'adénylyl cyclase exprimé dans les cellules épithéliales de la trachée de cobaye est PGE2 > 
16,16-dimethyl PGE2 > 11-deox.y PGE1 >>>Iloprost, butaprost. Cet ordre de puissance 
est en accord avec deux études antérieures dans lesquelles le récepteur EP 4 de souris 
exprimé dans les cellules CHO a été caractérisé par essais de liaisons (Kiriyama et al., 
1997) et le récepteur EP 4 au niveau des chondrocytes bovins a été caractérisé par essais 
fonctionnels (de Bram-Fernandes et al., 1996). Les résultats des travaux de Kiriyama et 
al., {1997) permettent aussi de mettre en évidence un ordre de puissance différent pour 
ces agonistes sur les divers récepteurs de la famille EP. Sur le récepteur EPi, l'ordre de 
puissance de ces agonistes est PGE2 = Iloprost > >> 11-deoxy PGE1 >>16,16-dimethyl 
PGE2, Butaprost. Les ordres de puissance de ces agonistes sont aussi différents pour les 
récepteurs EP2 et EP3. Ces ordres de puissances sont: PGE2 ~ 16, 16-dimethyl PGE2 > 
11-deox.y PGE1 > butaprost >>>Iloprost et PGE2 ~ 11-deoxy PGE1 = 16,16-dimethyl 
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PGE2 > Iloprost >>> butaprost (Kiriyama et al., 1997). Des résultats semblables ont été 
observés sur les chondrocytes bovins (de Bram-Fernandes et al., 1996) et sur les cellules 
BHK exprimant le récepteur EP4 (Marshall et al., 1997). De plus, l'incapacité du 
butaprost à stimuler la génération d'AMP cyclique par les cellules épithéliales de la 
trachée de cobaye confirme l'absence du récepteur EP2 ou la très faible expression de ce 
dernier au niveau des cellules épithéliales de la trachée de cobaye. 
Tel que mentionné dans la section RÉSULTATS, le AH6809, un antagoniste des 
récepteurs DP et EP1 est aussi un antagoniste du récepteur EP2, mais il possède une faible 
affinité pour ce type de récepteur (Woodward et al., 1995; Kiriyama et al., 1997; 
Marshall et al., 1997). Puisque les cellules épithéliales de la trachée de cobaye ne 
semblent pas exprimer de récepteur DP ou de récepteur EP1 couplé à l'activation de 
l'adénylyl cyclase, le AH6809 est utilisé afin de confirmer les effets observés par 
l'agonistes EP2, le butaprost, soit que le récepteur EP2 n'est pas exprimé ou qu'il l'est 
faiblement au niveau des cellules épithéliales. La présence du AH6809 ne déplace pas la 
courbe concentration-réponse de la PGE2 vers la droite mais, à l'inverse, augmente 
légèrement, et de façon non significative, la réponse de la PGE2. Les résultats obtenus 
avec cet antagoniste confirment ceux observés par le profil des agonistes, soit que le 
récepteur EP2 n'est pas exprimé à la surface des cellules épithéliales de la trachée de 
cobaye ou l'est très peu. 
Le groupe de Coleman et al., (1994) a démontré que l'effet de la PGE2 sur le 
récepteur EP 4 est inhibé par deux antagonistes sélectifs, soit le AH23 848B et le 
AH22921X (Coleman et al., 1994). Nos résultats indiquent que ces deux antagonistes 
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déplacent, vers la droite et d'une façon dépendante de la concentration utilisée, la courbe 
concentration-réponse de la PGE2 sur la formation d' AMP cyclique par les cellules 
épithéliales. Ces observations suggèrent que le récepteur EP 4 est exprimé et fonctionnel 
sur l'épithélium de la trachée de cobaye et qu'il est responsable de transmettre l'effet de la 
prostaglandine E2 sur la génération d' AMP cyclique. Cependant, nos résultats ne 
permettent pas de déterminer la nature de ces deux antagonistes puisque les effets 
maximaux ne sont pas atteints, que les antagonistes soient présents ou non. De plus, il 
nous est impossible de conclure à un effet non compétitif des antagonistes AH23 848B ou 
AH22921X puisque les conditions expérimentales, permettant de conclure à ce type 
d'inhibition n'ont pu être respectées (Kenakin, 1987). 
Afin de confirmer que le récepteur responsable de l'augmentation d'AMP cyclique 
est aussi responsable de l'inhibition de la production/sécrétion d'irET, des essais utilisant 
le AH23848B ont été effectués afin de renverser l'effet inhibiteur de la PGE2. Nos 
résultats démontrent que le AH23848B, à de relativement faibles concentrations (IO µM), 
renverse l'effet inhibiteur de la PGE2 sur la production/sécrétion d'irET par les cellules 
épithéliales de la trachée de cobayes suggérant ainsi que ce phénomène peut être produit 
par l'activation du récepteur EP 4 . 
4.3.2. Comparaison avec d'autres récepteurs de la prostaglandine E1 du type EP4. 
L'agoniste non sélectif, la PGE2, semble être le plus puissant des agonistes EP sur 
les différents récepteurs EP4 étudiés jusqu'à présent (Coleman et al., 1994; Woodward et 
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al., 1995; de Brum-Fernandes et al., 1996; Kiriyama et al., 1997; Marshall et al., 1997). 
Bien que les agonistes utilisés dans la présente études et dans les études antérieures ne 
correspondent pas à tous égards, il reste néanmoins que l'agoniste sélectif EP2 butaprost 
est totalement inactif sur la génération d'AMP cyclique avec un pD2 > 5 (de Brum-
Fernandes et al., 1996) et possède une très faible affinité sur ce type de récepteur, lorsque 
déterminée par essais de liaison (Kiriyama et al., 1997; Marshall et al., 1997). Le 11-
deoxy PGE1 stimule aussi l'adényiyl cyclase, mais demeure moins puissant que la PGE2 au 
niveau des chondrocytes bovins (de Bram-Fernandes et al., 1996). Des résultats 
concordants ont été observés par le groupe de Kiriyama et al., (1997), puisque le 11-
deoxy PGE2 semble posséder 10 fois moins d'affinité que la PGE2. 
Certaines études ont rapporté l'existence d'un récepteur EP couplé de façon 
positive à l'Adénylyl cyclase sans que ce récepteur soit activé par l'agoniste sélectifEP2, le 
butaprost (De Vries et al., 1995; de Brum-Fernandes et al., 1996). Ces deux études ont 
aussi montré que l'antagoniste sélectif EP4, le AH23848B, a la capacité de déplacer la 
courbe concentration-réponse de la PGE2 sur la formation d'AMP cyclique vers la droite, 
mais la nature de l'antagoniste demeure nébuleuse. Le groupe de de Brum-Fernandes et 
al. (1996) ne tire aucune conclusion concernant la nature de l'antagoniste pour des 
raisons semblables aux nôtres. Le groupe de De Vries et al. (1995) propose la découverte 
d'un nouveau type de récepteur aux prostaglandines puisque la nature de l'antagoniste 
AH23 848B correspond à celle d'un antagoniste non-compétitif Depuis, cet antagoniste 
soulève la controverse. Dans certains modèles, le AH23 848B agit comme antagoniste et 
possède aussi une activité agoniste partielle (Koremu et al., 1997; Wise, 1998). Dans 
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notre étude, cette activité agoniste partielle, à de fortes concentrations, a aussi été 
observée lorsque cet agent est utilisé à long terme (production/sécrétion d'irET, 24h.) 
tandis qu'à court terme (inhibition de la formation d'AMP cyclique induite par la PGE2, 
15 min.), il demeure antagoniste. Il est possible que l'activité agoniste partielle de ce 
composé soit due à la présence d'une autre population de récepteurs ou simplement à une 
transformation chimique du composé puisque ce phénomène semble être observé 
uniquement à long terme. L'activité agoniste de ce composé a été rapportée par quelques 
études (Koremu et al., 1997; Wise, 1998) dans lesquelles de fortes concentrations (30 
µM) inhibaient de façon significative la production de TNFa. induite par le LPS et 
l'aggrégation des neutrophiles. Par contre, le type de récepteur présent sur ces types 
cellulaires semble être différent du récepteur EP 4 ou exprime plusieurs sous-types de 
récepteurs, ce qui rend la compréhension plus difficile. En ce qui concerne l'antagoniste 
AH22921X, seule l'étude de Coleman et al., (1994) a rapporté son effet sur le récepteur 
EP4 et il en a été discuté précédemment. Néanmoins, l'effet de ce composé suggère 
fortement la présence du récepteur EP 4 au niveau des cellules épithéliales de la trachée de 
cobaye. 
4.4. CARACTÉRISATION DU RÉCEPTEUR À L'ADÉNOSINE SUR LES 
CELLULES ÉPITHÉLIALES DE LA TRACHÉE DE COBAYE. 
La caractérisation des récepteurs A28 est généralement effectuée par essais 
fonctionnels. Tel que mentionné dans l'introduction, les récepteurs A2 (A2A et A2B) sont 
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généralement associés à la stimulation de la génération d'AMP cyclique tandis que les 
récepteurs A1 et A3 sont principalement couplés à l'inhibition de l'activité de l'adénylyl 
cyclase (Fredholm et al., 1994; Feoktistov & Biaggioni, 1995; Alexander et al., 1996; 
Cooper et al., 1997). 
4.4.1. Récepteur à l'adénosine sur les cellules épithéliales de la trachée de cobaye. 
Les résultats présentés dans ce mémoire démontrent que l'adénosine stimule la 
génération d'AMP cyclique ce qui suggère la présence d'un récepteur de type Ai. L'ordre 
de puissance des analogues de l'adénosine sur la génération d'AMP cyclique, NECA > 
adénosine 2::: 2CADO >>> CGS21680, suggère fortement que le récepteur présent sur 
l'épithélium des voies aérienne soit du type Am et non A2A puisque l'agoniste sélectif A2A, 
le CGS21680 (Lupica et al., 1990; Feoktistov & Biaggioni, 1993), demeure inefficace à 
stimuler l'adénylyl cyclase. De plus, le NECA possède une activité intrinsèque plus élevé 
que l'adénosine et le 2-CADO. Ceci a aussi été observer dans différentes études sur la 
caractérisation de ce type de récepteur (Alexander et al., 1996, Cooper et al., 1997, 
Hemandez et al., 1993, Peakman & Hill, 1994). Deux explications peuvent expliquer ce 
phénomène. Le NECA peut être un agoniste complet et, en revanche, l'adénosine et le 2-
CADO sont des agonistes partiels. Une autre raison peut être que le NECA possède un 
autre site de liaison lui permettant aussi d'activer la génération d'AMP cyclique. Ainsi des 
étude de liaison devrait être entamer afin de s'assurer de la nature de cet agoniste. 
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Une conclusion semblable est tirée lorsque l'on s'attarde à l'ordre de puissance des 
antagonistes et leur pD2 apparent. La haute affinité observée pour l'antagoniste non 
sélectif A1 et A2, le XAC, sur la génération d'AMP cyclique induite par le NECA indique 
que le récepteur présent n'est pas du type A3 puisque ce dernier montre une très faible 
affinité pour les dérivés xanthines (Fredholm et al., 1994; Alexander et al., 1996; Cooper 
et al., 1997). De plus, la relativement haute affinité de l'antagoniste non-sélectif A2A-Am, 
le CGS15943 (Alexander et al., 1996; Cooper et al., 1997), confirme la présence d'un 
récepteur de la famille A2 présent sur les cellules épithéliales de la trachée de cobaye. 
Bien que de faible affinité, l'antagoniste sélectif A2B, le 3-n-propylxanthine, inhibe aussi la 
génération d' AMP cyclique induite par le NECA. Concernant les antagonistes sélectifs 
A2A, le ZM241385, et Ai, le DPCPX, ces deux antagonistes possèdent de faibles affinités 
en comparaison de celles observées sur leur récepteurs respectifs (Bruns et al., 1987; 
Fredholm et al., 1994; Poucher et al., 1995). L'ordre de puissance (XAC ~ CGS15943 > 
ZM241385 > DPCPX > 3-n-propylxanthine) et les affinités apparentes de ces antagonistes 
correspondent fortement aux valeurs observées par d'autres groupes de recherche et sont 
caractéristiques des récepteur A2B (Fredholm et al., 1994; Feoktistov & Biaggioni, 1995; 
Alexander et al., 1996; Cooper et al., 1997; F eoktistov & Biaggioni, 1997). 
Afin de confirmer que le récepteur responsable de l'augmentation d'AMP cyclique 
est aussi responsable de l'inhibition de la production/sécrétion d'irET, des essais utilisant 
le XAC et le CGS 15943, les deux antagonistes les plus puissants sur le récepteur A2B, ont 
été effectués afin de renverser l'effet inhibiteur de l'adénosine. Nos résultats démontrent 
que ces deux derniers composés renversent l'effet de l'adénosine sur la 
84 
production/sécrétion du peptide suggérant ainsi que ce phénomène peut être produit par 
l'activation du récepteur A2B. Certes, des concentrations d'antagoniste élevées ont été 
requises afin de renverser en totalité l'effet de l'adénosine puisque que cette dernière est 
utilisée à une concentration produisant un effet maximal, rendant difficile l'utilisation 
d'antagonistes. De plus, une autre explication peut être apportée quand à l'utilisation 
defortes concentrations d'antagonistes. Les temps de demi-vie de ces composés (XAC et 
CGS15943) ne sont pas connus. Celui de l'adénosine ne l'est pas plus. Ainsi la durée de 
vie de l'adénosine peut être plus long que celles des antagonistes et ainsi produire un effet 
soutenu, que les antagonistes ne pourrait contrer à cause de leur absence à long terme. 
4.4.2. Comparaison avec d'autres récepteurs A28 à l'adénosine. 
L'agoniste non-sélectif, le NECA, est le plus puissant des agonistes utilisés avec 
un pD2 de 5 .13. C'est est aussi ce qui a été observé dans d'autres études où on a relevé 
des valeurs de 5. 9 dans les cellules CHO exprimant le récepteur A2B et le cortex cérébral 
de cobaye (Alexander et al., 1996), de 5.29 dans les HEK 293 (Cooper et al., 1997), de 
6.22 au niveau du cervelet de cobaye (Hernandez et al., 1993), de 6.0 au niveau des 
astrocytes de rat (Peakman & Hill, 1994) et de 5.6 au niveau des cellules HEL 
(Feoktistov & Biaggioni, 1993). Des résultats semblables ont été observés pour l'agoniste 
naturel et non-sélectif, l'adénosine, et le 2CADO soit 4 .19 et 4. 41 au niveau des HEK 293 
(Cooper et al., 1997), 5.69 et 5.27 au niveau des CHO exprimant le récepteur A2B de 
3.99 et 4.35 au niveau le cortex cérébrale de cobaye (Alexander et al., 1996) et de 4.88 et 
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5.22 au niveau du cervelet de cobaye (Hemandez et al., 1993). Quant au CGS 21680, 
toutes les études caractérisant le récepteur A28 ont démontré que cet agoniste sélectif du 
récepteur A2A ne possédait aucune activité à des concentrations allant jusqu'à lOµM 
(Hemandez et al., 1993; Peakman & Hill, 1994; Alexander et al., 1994b; Alexander et 
al., 1996; Cooper et al., 1997). 
L'antagoniste non-sélectif, le XAC, est le plus puissant des antagonistes utilisés 
avec un pA2 de 7.89. C'est aussi ce qui a été observé dans plusieurs autres études qui ont 
caractérisé le récepteur A28. Au niveau des astrocytes de rat, le pA2 du XAC est de 7 .92 
(Peakman & Hill, 1994), de 7.74 au niveau des cellules HEK 293 (Cooper et al., 1997), 
de 7 .89 au niveau des cellules CHO exprimant le récepteur A28 et de 7.46 au niveau du 
cortex cérébral de cobaye (Alexander et al., 1996). En ce qui a trait au CGS15943, les 
pA2 observés sur le récepteur A28 au niveau des cellules CHO, du cortex cérébral de 
cobaye, des cellules HEK 293 et des fibroblastes (NIH 3T3) sont de 7.75, 7.33, 7.79 et 
de 6.52 (Brackett & Daly, 1994; Alexander et al., 1996; Cooper et al., 1997) 
comparativement à 7.24 au niveau des cellules épithéliales de la trachée de cobaye. 
L'enprofylline (3-n-propylxanthine), possède un pA2 de 4.30 au niveau des cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye comparativement à 5 .13 au niveau des cellules HEK 
293, de 4.59 au niveau du récepteur A28 exprimé dans les cellules CHO et de 4.63 au 
niveau du cortex cérébral de cobaye (Alexander et al., 1996; Cooper et al., 1997). 
L'antagoniste ZM241385 possède un pA2 apparent de 6.69 au niveau de l'épithélium des 
voies aériennes de cobaye comparativement à 5.69 sur le cortex cérébral de rat, à 5.95 au 
niveau de l'oreillette de cobaye et à 7.06 au niveau de l'aorte de cobaye (Poucher et al., 
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1995). Enfin, les valeurs des pA2 apparents du DPCPX sur les autres récepteurs A2B sont 
de 6.91dans le cortex cérébral de cobaye, de 7.16 dans les cellules CHO.A2B4 et de 7.01 
sur les cellules HEK 293 (Alexander et al., 1996; Cooper et al., 1997) comparativement 
à 6.51 au niveau des cellules épithéliales de la trachée de cobaye. Ces résultats suggèrent 
fortement la présence d'un récepteur de type A28 présent au niveau de l'épithélium de la 
trachée de cobaye. 
Nos résultats et ceux obtenus par le groupe d'Alexander et al., (1994 et 1997) 
montrent une étroite corrélation entre les valeurs des pA2 des antagonistes utilisés 
puisqu'une droite de corrélation des valeurs des pA2 apparents déterminées au niveau des 
cellules épithéliales de la trachée de cobaye et celles déterminées au niveau du cortex 
cérébral présente une pente est de L 13 et un coefficient de corrélation ( r ) de 0. 98 
(Figure 17B, principale). Ce qui suggère une grande similitude entre ces deux récepteurs. 
Une étroite corrélation existe aussi entre les valeurs de pA2 apparents des 
antagonistes détenninées dans nos travaux et celles obtenues par le groupe de Cooper et 
al., (1997). Une droite de corrélation entre les valeurs de pA2 apparents détenninée au 
niveau des cellules épithéliales de la trachée de cobaye et celles déterminées au niveau des 
cellules HEK 293 présente une pente est de 1,23 et un coefficient de corrélation ( r) de 
0,98 (figure l 7B, médaillon). Confirmant ainsi la grande similitude entre le récepteur A28 
de cobaye et celui de l'Homme. 
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4.5. AUTRES RÉCEPTEURS DE L'ADÉNOSINE SUR LES CELLULES 
ÉPITHÉLIALES DE LA TRACHÉE DE COBAYE EN CULTURE. 
Tel que mentionné précédemmen~ les récepteurs de l'adénosine sont généralement 
caractérisés par l'entremise de leur voie de signalisation. Le récepteur Ai est généralement 
couplé à l'inhibition de l'adénylyl cyclase et peut être identifié par l'utilisation d'agonistes 
sélectifs comme le CP A sur l'inhibition de l'activité de l'adénylyl cyclase induite par la 
forskolin (Alexander et al., 1994a). Nos résultats démontrent que le CPA est incapable 
d'inhiber la génération d' AMP cyclique induite par la forskolin à des concentrations 
maximales d'agoniste, ce qui suggère que l'épithélium de la trachée de cobaye n'exprime 
pas ce type de récepteur ou ne l'exprime que très peu. De plus, en présence d'adénosine 
déaminase (ce qui permet d'enlever toute trace d'adénosine), l'agoniste sélectif A2A, le 
CGS21680 semble totalement inefficace à stimuler l'adénylyl cyclase. Ces observations 
sont contraires à celles qui se rapportent aux récepteurs Ai et A2A (Feoktistov & 
Biaggioni, 1993; Alexander et al., 1994a). 
La présence de récepteurs A2 au niveau de l'épithélium a été rapportée dans 
plusieurs études, mais la distinction entre les deux sous-types n'a pas été effectuée (Ukena 
et al., 1985; Pratt et al., 1986; Lazarowski et al., 1992; Joad & Kott, 1993). Par contre, 
la présence de récepteurs A1 demeure encore incertaine. Plusieurs études suggèrent que 
ce type de récepteur n'est pas présent (Pratt et al., 1986; Lazarowski et al., 1992; Joad & 
Kott, 1993). Mais, par l'utilisation de la biologie moléculaire et de la biochimie, la 
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présence de ce type de récepteur a été rapportée au niveau de l'épithélium de sujets 
normaux et de patients souffrant de la fibrose kystique (McCoy et al., 1995). 
4.6. IMPLICATION DE L'AMP CYCLIQUE DANS LA RÉGULATION DE LA 
PRODUCTION/SÉCRÉTION d'irET PAR LES CELLULES ÉPITHÉLIALES DE 
LA TRACHÉE DE CODA YE. 
L'implication de l'AMP cyclique dans la modulation de la production de l'ET-1 a 
déjà été rapportée au niveau des cellules mésangiales de rat où la forskolin et 
l'isoprotérénol (un agoniste non sélectif f3 1- et f3radrénergique) diminuent la 
production/sécrétion de l'ET-1 (Sakamoto et al., 1992). Des résultats semblables ont déjà 
été obtenus dans notre laboratoire où l'incubation de différents agonistes f3r 
adrénergiques (Salmétérol, Salbutamol et l'isoprotérénol) et la présence de forskolin et de 
8-Br-cyclic AMP stimule la formation d'AMP cyclique et l'inhibition de la production de 
l'ET-1 (Yang et al., 1998). Une autre étude met en relation l'AMP cyclique intracellulaire 
et la production d'ET-1 par les cellules endothéliales de la microcirculation du cerveau où 
le 8-Br-cAMP (un analogue de l'AMP cyclique perméable aux membranes cellulaires) 
diminue la production/sécrétion de l'ET-1 et ce à des concentrations de l'ordre du 
micromolaire (Durieu-Trautman et al., 1993). Par contre, l'effet inhibiteur de la PGE2 sur 
la production /sécrétion de l'ET-1 par les cellules endothéliales n'a pas permis de mettre 
en évidence l'implication de l'AMP cyclique puisque le Rp-cAMP-S, un inhibiteur 
compétitif de la sous-unité régulatrice de la PKA, n'a pas renversé l'effet inhibiteur de la 
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PGE2 (Prins et al., 1994). Les auteurs de cette étude ont plutôt proposé que l'effet 
inhibiteur de la PGE2 sur la production de l'ET-1 était généré par la production de GMP 
cyclique et l'activation de la PKG. Néanmoins, ces études et les résultats présentés ici 
suggèrent que l'activation d'un récepteur couplé à une protéine de type Gs permet de 
diminuer la production/sécrétion de l'ET-1. Quant à l'adénosine, une autre étude a 
rapporté que ce médiateur stimulait la production/sécrétion de l'ET-1 via l'activation du 
récepteur A1 à l'adénosine (récepteur couplé à une protéine Gt) au niveau des cellules 
FRLP-5 (Vanio et al., 1996). Cette observation est en accord avec les résultats obtenus 
dans le cadre de nos travaux puisque l'activation de l'adénylyl cyclase semble inhiber cette 
production/sécrétion. À l'opposé, l'inhibition de l'adénylyl cyclase devrait, théoriquement, 
résulter en une augmentation de cette production/sécrétion d'ET-1. Jusqu'à présent, cette 
hypothèse n'a pu être confirmée dans une étude où des analogues de l'AMP cyclique et 
des agonistes activant des récepteurs couplés à des protéines régulatrices de type Gs, 
stimulaient la production/sécrétion de l'ET-1 au niveau des cellules tumorales mammaires 
(Patel et al., 1997). Néanmoins, la corrélation entre la formation d'AMP cyclique et 
l'inhibition de la production d'ET-1 ne démontre pas le mécanisme d'action intracellulaire 
de ces autacoïdes. Afin de déterminer ce mécanisme d'action, plusieurs études devraient 
être faites. D'abord une approche pharmacologique, soit l'utilisation de différents 
inhibiteurs de l'adénylyl cyclase ou de la guanylyl cyclase, des inhibiteurs de la PKA et 
aussi des autres protéines kinases comme la PKC, la PKG, Cam kinase et plusieurs autres 
pourraient être utilisés sur l'inhibition de la synthèse d"irET par l'adénosine et la PGE2. 
Par contre, ces composés sont faiblement perméable au membranes les rendants difficiles 
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d'utilisation. Des méthodes biochimiques comme l'expression de dominants négatifs de la 
PKA, de l'adénylyl cyclase et des autres enzymes susceptibles d'être impliquées pourrait 
donc être envisagées. L'étude du promoteur du gène de l'ET-1, l'expression de ce dernier, 
la stabilité de son messager sont aussi d'autres voies intéressantes afin de comprendre le 
mécanisme d'action de la PGE2 et de l'adénosine sur la production de ce peptide. 
La voie de signalisation intracellulaire impliquée dans la régulation de l'ET-1 au 
niveau des cellules épithéliales de la trachée de cobaye demeure toujours inconnue. De 
plus, le niveau auquel se situe cette régulation, soit transcriptionnelle, traductionnelle ou 
post-traductionnelle est lui aussi inconnu. Les travaux de Prins et al., (1994) ont suggéré 
que chez les cellules endothéliales d'aorte bovine, la régulation de l'ET-1 serait faite au 
niveau transcriptionnel via l'activation de la PKG. Un autre groupe de recherche, celui de 
Graf et al., (1994), a démontré que l'activation de récepteurs couplés aux protéines 
régulatrices Gs et la présence d'analogues de l'AMP cyclique augmentaient l'activité des 
endopeptidases neutres (enzymes responsables de la dégradation de l'ET-1 (Koremu et 
al., 1997)) au niveau des cellules endothéliales, suggérant ainsi une autre alternative dans 
le mécanisme de régulation de la production de ce peptide. 
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4.7. EFFET DE L'ADÉNOSINE SUR LA PRODUCTION/SÉCRÉTION 
STIMULÉE D'ET-1 PAR LES CELLULES ÉPITHÉLIALES DE LA TRACHÉE 
DE COBAYE. 
Dans des conditions inflammatoires, les cellules épithéliales de la trachée et des 
voies respiratoires produisent de grandes quantités d'ET-1 (Yang et al, 1997; Pelletier et 
al., 1998). Dans les travaux présentés ici, l'effet de l'adénosine sur la production d'irET 
par l'épithélium a été évalué. Nos résultats ont démontré que l'adénosine, à des 
concentrations reconnues afin d'activer le récepteur A2B, inhibe la production/sécrétion 
stimulée d'irET. Ces résultats suggèrent que l'adénosine agit en tant qu'inhibiteur de la 
synthèse de l'ET-1 dans des conditions normales et pathophysiologiques et ce, 
probablement via l'activation du récepteur A28• 
4.8. IMPLICATION DE L'ADÉNOSINE ET DE LA PGE2 SUR LES PLANS 
PHYSIOLOGIQUE ET PATHOPHYSIOLOGIQUE. 
Les récepteurs à l'adénosine au niveau des cellules épithéliales des voies aériennes 
semblent être impliqués dans divers processus physiologiques et pathophysiologiques. En 
effet, les récepteurs A2 et A1 ont été localisés au niveau de l'épithélium des voies 
respiratoires humaines (Lazarowski et al., 1992; Joad & Kott, 1993) de chien (Pratt et 
al., 1986) et de cobaye (Ukena et al., 1985) et semblent impliqués dans la régulation de la 
conductance de l'ion chlorure (Pratt et al., 1986; Lazarowski et al., 1992; McCoy et al., 
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1995). La présence du récepteur A1 au niveau de l'épithélium des voies aériennes a 
soulevé longtemps la controverse. Ce récepteur a été identifié par RT-PCR et 
immunobuvardage sur des cellules normales et sur celles de patients souffrant de la 
fibrose kystique (McCoy et al., 1995). Par contre une caractérisation pharmacologique 
complète de ce récepteur n'a pas été effectuée dans l'étude du groupe de McCoy et al., 
(1995) et plusieurs autres études concluent en sens contraire (Pratt et aL, 1986; 
Lazarowski et al., 1992; Joad & Kott, 1993). Néanmoins, l'adénosine semble impliquée 
dans la fibrose kystique puisqu'elle possède la capacité de modifier le transport des ions 
chlorure, cette modification étant l'une des caractéristiques de cette maladie (Frizzel et 
al., 1986; Boucher et al., 1988; Riordan et al., 1989). 
Puisque la PGE2, comme l'adénosine influence la génération d'AMP cyclique au 
niveau des cellules épithéliales de la trachée, il serait intéressant de déterminer son 
implication au niveau du transport des ions chlorures par l'épithélium de patients souffrant 
de fibrose kystique comparativement à celui de patients ne souffrant pas de cette maladie. 
En fait, une étude a rapporté l'effet de prostaglandine sur la conductance de l'ion chlorure 
au niveau de l'épithélium des voies respiratoires canines (Al-Bazzaz et al., 1981). Par 
contre, l'implication de la PGE2 dans un modèle pathophysiologique n'a pas, à notre 
connaissance, été rapportée. De plus la caractérisation du type de récepteurs des 
prostaglandines présent sur cet épithélium n'a pas été entreprise jusqu'à ce jour. 
L'endothéline-1 est un autre médiateur qui influence le transport de l'ion chlorure 
au niveau des cellules épithéliales de la trachée (Plews et al., 1991). Ainsi la modulation 
de la production de ce peptide au niveau de l'épithélium pourrait être impliquée dans la 
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modulation de transport des ions chlorures. Ce peptide est aussi impliqué dans d'autres 
maladies (Revue par Battisini et al., 1994) telles l'hypertension pulmonaire (Cemacek & 
Stewart, 1989; Horgan et al., 1991) et l'asthme (Uchida et al., 1988; Boichot et al., 
1991 ). Ainsi la régulation de ce peptide par l'adénosine, la prostaglandine E2 ou par 
d'autres agents stimulant la génération d'AMP cyclique, semble être une alternative 
intéressante en vue d'atténuer ses effets. 
4.9. COMPARAISONS ENTRE LES EFFETS DE L'ADÉNOSINE ET DE LA 
PG~ SUR LA GÉNÉRATION D'AMP CYCLIQUE. 
Un point intéressant de cette étude est le fait que l'adénosine, en comparaison 
avec la PGE2 induit moins fortement la génération d'AMP cyclique par les cellules 
épithéliales de la trachée de cobaye. Plusieurs raisons peuvent expliquer ce fait. D'abord 
les conditions expérimentales font en sorte que le niveau basale de conversion d'[3H]-ATP 
en [3H]-AMP cyclique est supérieur dans les essais utilisant les plaques de 24 puits 
comparativement aux essais utilisant les plaques de 6 puits. Ceci est dû à la différence 
d'incorporation d'[3H]-adénine. Néanmoins, si l'on observe les effets de la PGE2 et de 
l'adénosine de façon à pouvoir les comparer, soit en nombre de fois que ces agonistes 
augmente le niveau basale de conversion de l'[3H]-ATP en [3H]-AMP cyclique, on 
remarque que la PGE2 induit une production d'AMP cyclique équivalente à 25. l ± 1.5 
fois le niveau basale alors que l'adénosine ne l'augmente que de 3.2 ± 0.6 fois. Ceci peut 
être expliqué de deux façons. D'abord, le nombre de récepteurs EP 4 exprimés à la surface 
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des cellules épithéliales peut être supérieur à celui des récepteurs A2B. ce qui permet à la 
PGE2 de générer beaucoup plus d'AMP cyclique que l'adénosine. Une deuxième raison 
pouvant expliquer ce phénomène est l'efficacité du couplage de ces deux populations de 
récepteurs aux seconds messagers, soit les différentes protéines G et les différents sous-
types adénylyl cyclases puisqu'il est possible que ces dernières possèdent des affinités 
différentes entre elles et envers les différents récepteurs. Par contre, afin de comparer 
l'activité de ces deux médiateurs, soit la PGE2 et l'adénosine, des études dans des 
conditions identiques (même niveau d'incorporation d'[3H]-adénine) et l'utilisation du 
même nombre de cellules aurait été préférable. 
Une autre observation intéressante est celle où la PGE2 et l'adénosine possèdent 
un ECso, observé sur la génération d'AMP cyclique, plus élevé que les ICso observés sur 
l'inhibition de la production d'irET. Il est à noter que L 'EC50 de la PGE2 sur la génération 
d' AMP cyclique est 10 fois plus élevé que l'IC50 déterminé pour ses effets sur l'inhibition 
de la production d'irET par les cellules épithéliales de la trachée de cobaye. Ceci est 
probablement dû au fait qu'un niveau d'AMP cyclique très élevé n'est pas nécessaire ou 
même requis afin de produire un effet maximal sur la production d'irET. La cascade 
d'amplification du signal intracellulaire semble suffisant. Des résultats semblables on été 
observés pour l'adénosine où la différence entre l'EC50 et l'IC50 est d'un facteur 5. 
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CONCLUSION 
En résumé, les résultats présentés dans ce mémoire démontrent que: 
1. Les cellules épithéliales de la trachée de cobaye produisent et sécrètent de façon 
constitutive d'importantes quantités d'ET-1. 
2. La PGE2 et l'adénosine diminuent cette production/sécrétion d'ET-1 par les cellules 
épithéliales. Du même coup, l'adénosine et la PGE2 augmentent la génération d'AMP 
cyclique de ces cellules. De plus, une étroite corrélation existe entre les deux 
phénomènes. 
3. Les récepteurs à l'adénosine et aux prostaglandines responsables de la génération 
d'AMP cyclique au niveau de l'épithélium sont du type A28 et EP 4, respectivement. 
4. L'utilisation d'antagonistes puissants sur ces types de récepteurs a permis de contrer les 
actions inhibitrices de l'adénosine et de la PGE2 sur la production/sécrétion d'ET-1. 
5. Des conditions inflammatoires augmentent la production/sécrétion d'ET-1 et 
l'adénosine diminue cette augmentation. 
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Finalement, ces résultats suggèrent que l'adénosine et la PGE2, via les récepteurs 
A2B et EP 4' respectivement, possèdent des fonctions protectrices au niveau des voies 
aériennes puisqu'elles inhibent la production d'un agent bronchoconstricteur impliqué 
dans la pathophysiologie de l'asthme. 
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